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1 Einleitung und Zielstellung 
 
 
An der goldbraunen Farbentwicklung und der Ausbildung intensiver Aromen während der 
Zubereitung oder Lagerung von Lebensmitteln ist maßgeblich eine komplexe Reaktion 
beteiligt – die Maillard-Reaktion. Während die Umsetzung einer reaktiven Carbonylfunktion 
von Zuckern oder Zuckerabbauprodukten mit einer Aminofunktion von Aminosäuren, 
Peptiden oder Proteinen ursprünglich vor allem in Lebensmitteln von analytischem Interesse 
war, verlegte sich der Fokus der Forschung in den vergangenen Jahren immer mehr auf das 
Ausmaß nichtenzymatischer Glykierungsreaktionen (Glykierung) in vivo und deren 
möglichen Zusammenhang mit Krankheiten wie Diabetes mellitus und Urämie. Sowohl bei 
der Forschung der Maillard-Reaktion in Lebensmitteln als auch im menschlichen Körper lag 
das Hauptaugenmerk bislang auf der Reaktion der Carbonylfunktion mit den 
Aminofunktionen der Seitenketten wie Lysin oder Arginin, da sie in vielen Lebensmitteln 
oder physiologischen Proteinen die größte Quelle an Aminofunktionen darstellen. Dagegen 
wurde eine vergleichbare Reaktion mit dem N-Terminus von Aminosäuren, Peptiden oder 
Proteinen weniger beachtet, obgleich in lysinarmen oder peptidhaltigen Lebensmitteln die N-
terminalen Aminofunktionen dominieren und die Seitenketten körpereigener Proteine 
räumlich für einen Angriff der Carbonylfunktion unzugänglich sein können. 
Daher war es ein Ziel der vorliegenden Dissertation, das Ausmaß der frühen Phase der 
Maillard-Reaktion (Amadori-Produktbildung) in peptidhaltigen Lebensmitteln wie den in den 
vergangenen Jahren vermehrt auf dem Lebensmittelmarkt angebotenen hypoallergenen 
Säuglingsnahrungen (HA-Nahrungen) im Vergleich zur Seitenkettenderivatisierung zu 
beurteilen. Dabei sollten die N-terminalen Amadori-Produkte analog dem Amadori-Produkt 
des Lysins (ε-N-Fructosyllysin) indirekt durch die korrespondierenden 
Furoylmethylaminosäuren nach saurer Hydrolyse quantifizierbar sein. Seit den 1980er Jahren 
gilt das ε-N-(2-Furoylmethyl)lysin (Furosin) als bekannter Qualitätsparameter bei der 
Gütebeurteilung von proteinhaltigen Produkten, insbesondere von prozessierten 
Milchprodukten (Finot et al., 1981). So könnten auch die α-N-Furoylmethylaminosäuren 
(FMAAs) der N-terminalen Amadori-Produkte in den peptidhaltigen HA-Nahrungen als 
Qualitätskriterium dienen. Ferner war die Anwendbarkeit der entwickelten Methode auch auf 
die Beurteilung der Amadori-Produktbildung (Glykierung) des Hämoglobins in vivo von 
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großem Interesse. Das Verhältnis des glykierten Hämoglobins zum Gesamthämoglobin wird 
seit vielen Jahren zur retrospektiven Bewertung des Blutzuckerspiegels bei Patienten mit 
Diabetes Mellitus eingesetzt (Rahbar et al., 1969; Ledl & Schleicher, 1990). Mit der 
Bestimmung der Furoylmethylaminosäuren nach saurer Hydrolyse der Hämoglobinproben 
sollte eine bis dato nicht mögliche simultane und genaue Betrachtung der N-terminalen 
Glykierung im Vergleich zur Seitenketten-Glykierung zu erreichen sein. 
Entsprechend der Betrachtung der frühen Phase der Maillard-Reaktion am N-Terminus von 
Aminosäuren, Peptiden und Proteinen war die Beurteilung der N-terminalen Reaktion im 
Zuge der fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion das zweite große Ziel der 
Dissertation. (Van Chuyen et al., 1973a) stellten als eine der Ersten eine spezifische Reaktion 
der im Fortschreiten der Maillard-Reaktion gebildeten α-Dicarbonylverbindungen wie 
Glyoxal oder Methylglyoxal mit dem N-Terminus von Peptiden und Proteinen zu 2-(1H)-
Pyrazinonen fest. Die Bildung der UV-aktiven Pyrazinonverbindungen mit den typischen 
fluoreszierenden Eigenschaften sowohl unter lebensmitteltechnologischen als auch unter 
physiologischen Bedingungen in vitro gelang jedoch erst Krause et al. (Krause et al., 2004) 
rund 30 Jahre später. Aufgrund dieser Resultate war es in weiterführenden Studien von 
besonderem Interesse, eine mögliche Pyrazinonbildung im komplexen Lebensmittel und in 
vivo zu dokumentieren. 
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2 Theoretischer Teil 
 
2.1 Die Maillard-Reaktion  
 
Obgleich die Maillard-Reaktion als nicht-enzymatische Amino-Carbonyl-Reaktion aufgrund 
ihres uneinheitlichen und komplexen Verlaufs unter Chemikern kaum bekannt ist, gilt sie 
doch als Quelle einer großen Anzahl von Verbindungen, denen der Mensch täglich exponiert 
ist (Angrick & Rewicki, 1980). Spätestens nach der Acrylamidproblematik rückt sie daher 
auch ins Blickfeld der Lebensmittelindustrie und der Bevölkerung. Ferner zeigt der Einfluss 
auf die humane Physiologie, dass die Maillard-Reaktion sowohl in Lebensmitteln als auch in 
vivo von Relevanz ist. 
Die Geschichte dieser vielschichtigen Reaktion reicht bis in die Anfänge des 20. Jahrhunderts 
zurück, als nahezu zeitgleich der britische Pharmazeut und Chemiker Robert Ling und der 
franko-algerische Biochemiker und Mediziner Louis-Camille Maillard die Reaktion von 
Proteinabbauprodukten bzw. Aminosäuren mit verschiedenen Monosacchariden untersuchten. 
Als Dozent für Brauerei und Mälzerei am Sir John Cass Institut von London beschrieb Ling 
als Erster 1908 die Reaktion zwischen Proteinabbauprodukten und Kohlenhydraten wie 
Maltose und Glucose unter hoher Temperatureinwirkung. Die braunen, geruchsintensiven, 
Glucosamin-ähnlichen Reaktionsprodukte machte er für die Farbentwicklung während des 
Brauerei- und Mälzereiprozesses verantwortlich (Nursten, 2005). Im Gegensatz zu Ling 
prüfte Maillard auch unter physiologischen Bedingungen die Reaktion von Aminosäuren und 
Zuckern in wässrigen Lösungen. Nach Analyse der Reaktionsprodukte konnte er 1912 
erstmalig mögliche Reaktionsmechanismen postulieren, wodurch es ihm gelang, den 
Grundstein für das strukturelle Verständnis der vielschichtigen Reaktion zu legen. In einem 
Resümee verwies Maillard auf die Bedeutsamkeit der Reaktion auch für nicht chemische 
Fachbereiche wie die Geologie, Pflanzenpathologie und Medizin und stellte schon damals die 
bezeichnende Prognose auf, dass die Reaktion auch „therapeutischen Gehalt“ für Diabetiker 
haben würde (Labuza & Baisier, 1992).  
In Anlehnung an Hodge lässt sich das komplexe Geschehen der Maillard-Reaktion in drei 
Phasen gliedern. Zunächst bilden sich in der frühen Phase durch Kondensationsreaktionen 
zwischen primären Aminofunktionen und reaktiven Carbonylgruppen die noch geruch- und 
farblosen Amadori- bzw. Heyns-Produkte. Diese reagieren im Zuge der fortgeschrittenen 
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Phase durch Kondensations-, Fragmentierungs- und Abbau-Reaktionen zu teilweise farbigen 
Verbindungen sowie charakteristischen Aromen. In der finalen Phase kommt es schließlich 
durch Aldolkondensation und Aldehyd-Amin-Kondensation zur Ausbildung 
hochmolekularer, heterozyklischer, tiefbrauner Melanoindin-Verbindungen, weswegen die 
Maillard-Reaktion auch als nicht-enzymatische Bräunung bezeichnet wird (Hodge, 1953).  
Der Verlauf und die Geschwindigkeit der Maillard-Reaktion ist dabei von verschiedenen 
Kriterien, wie der Art der Edukte, dem molaren Verhältnis der Reaktanten, dem pH-Wert, der 
Temperatur-Zeit-Kombination und der Wasseraktivität abhängig (Labuza & Baisier, 1992). 
So sind Aminosäuren mit hydrophoben Seitenketten weniger reaktiv als Aminosäuren mit 
polaren Resten. Aufgrund des deutlich höheren Anteils an der reaktiven offenkettigen Form in 
Lösung (pH = 6,5-7,5) zeigen sich D-Ribose und D-Fructose als deutlich reaktiver im 
Vergleich zu D-Glucose (Cantor & Peniston, 1940). Dieses Ergebnis erklärt auch die 
Beobachtung von Bunn und Higgins, die eine 8- bzw. 18-fache höhere Glykierungsrate für 
D-Fructose bzw. D-Ribose gegenüber Glucose dokumentierten (Bunn & Higgins, 1981). 
Auch Maillard selbst konnte schon eine strukturelle Abhängigkeit in der Reaktivität der 
Zucker feststellen. Dabei fand er eine Zunahme in der Bräunungsgeschwindigkeit von 
Dissachariden über Hexosen zu D-Arabinose und D-Xylose (Whistler & Daniel, 1985). Trotz 
verschiedener Publikationen zur Auswirkung des molaren Verhältnisses der Reaktanten auf 
den Glykierungsgrad, konnte kein allgemeiner Trend festgestellt werden. Zwar zeigte sich ein 
Verhältnis von 1:3 Aminosäure zu Zuckerkomponente in bezug auf die Bräunungsrate oft als 
günstig, jedoch ergaben unterschiedliche Ausgangskonzentrationen bei gleichen molaren 
Verhältnis differente Resultate (Warmbier et al., 1976; Labuza & Baisier, 1992).  
Der Beginn der Maillard-Reaktion ist sowohl basen- als auch protonen-katalysiert. So wächst 
sowohl der Anteil der offenkettigen Form der meisten Zucker als auch der Gehalt an nicht 
protonierten reaktiven Aminokomponenten mit steigendem pH-Wert. Da die Amadori- und 
Heyns-Produktbildung jedoch auch protonenabhängig ist, sinkt die Reaktionsrate bei 
pH-Werten >10 wieder stark. So liegt der optimale pH-Wert für die Maillard-Reaktion je nach 
pKa-Wert der beteiligten Aminokomponente zwischen 7 und 10. 
Eine Temperaturerhöhung beschleunigt die nicht-enzymatische Bräunung, jedoch beeinflusst 
der simultan sinkende pH-Wert die Reaktion diametral.  
Das Optimum der Wasseraktivität für eine maximale Bräunung liegt bei einem aw-Wert von 
0,5 bis 0,8. Bei niedrigeren aw-Werten von 0,2 bis 0,3 ist das Wasser monomolekular 
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schichtgebunden und steht so nicht mehr zur Verfügung, während hohe Wasseraktivitäten 
Verdünnungseffekte hervorrufen.  
Insgesamt gesehen sind die aufgezeigten Kriterien jedoch nicht isoliert, sondern vielmehr als 
sich gegenseitig beeinflussende Elemente zu betrachten (Labuza & Baisier, 1992; Nursten, 
2005). 
 
 
2.2 Die frühe Phase der Maillard-Reaktion: Glykierung von Aminosäuren, Peptiden 
und Proteinen 
 
Die Initialphase der Maillard-Reaktion wird aufgrund der Reaktion eines reduzierenden 
Zuckers mit einer freien Aminofunktion ohne die Beteiligung von Enzymen auch als 
Glykierung bezeichnet. Die offenkettige Form des reduzierenden Zuckers begünstigt dabei 
den nucleophilen Angriff der Aminokomponenten auf die Carbonylfunktion. Da die 
Ringöffnung zum Carbeniumion in wässrigen Lösungen nur in einem geringen Umfang 
stattfindet, ist der Primärschritt der Maillard-Reaktion meist säurekatalysiert. Im dem Fall, 
dass eine Aminosäure als Reaktant vorliegt, kann die funktionelle Gruppe der Aminosäure 
den Angriff auch selbst katalysieren (Angrick & Rewicki, 1980). Das nach der nucleophilen 
Substitution resultierende Carbinolammonium-Ion reagiert zunächst unter Wasserabspaltung 
zum Immonium-Ion (Schiff’sche Base), welches im Gleichgewicht mit dem 
Aminocarbenium-Ion steht (vgl. Abb. 2.2-1). Unter Deprotonierung im Zuge der Katalyse 
entsteht schließlich das entsprechende Enaminol bzw. durch Cyclisierung das Glycosylamin 
(vgl. Abb. 2.2-1). Im Gegensatz zu den schon genannten Primärschritten der Maillard-
Reaktion ist die nun folgende Umlagerung des Enaminols über die Aminoketose zum 
Amadori-Produkt aus kinetischer Sicht nahezu irreversibel. Da sich aus dem Glycosylamin 
durch Amadori-Umlagerung die entsprechende Aminoketose bildet, wird durch Schleicher 
vorgeschlagen, die Anfangsphase der Maillard-Reaktion auch als Fructosylierung zu 
bezeichnen (Schleicher, 1991). 
Liegt dagegen eine Ketose als reduzierender Zucker vor, findet eine Umlagerung über die 
entsprechende Aminoaldose zum Heyns-Produkt statt. Im Unterschied zur Amadori-
Produktbildung entsteht im Zuge der reversiblen Heyns-Umlagerung ein neues 
Asymmetriezentrum (Angrick & Rewicki, 1980).  
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Abb. 2.2-1: Bildungsmechanismus der Amadori-Produkte 
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2.2.1 Zur Bedeutung der frühen Phase der Maillard-Reaktion in Lebensmitteln 
 
Die Produkte der frühen Phase der Maillard-Reaktion sind als Precursoren von elementarer 
Bedeutung für die Entstehung von aromaaktiven, farbigen Verbindungen während der 
Erhitzung, Verarbeitung oder Lagerung von Lebensmitteln. Deshalb gilt der Gehalt von 
Amadori-Produkten auch als Qualitätsparameter für Lebensmittel, bei denen die nicht-
enzymatische Bräunung unerwünscht ist. Zwar beeinflussen die Produkte der frühen Phase 
der Maillard-Reaktion als geruchsinaktive und farblose Substanzen die sensorische Qualität 
eines Lebensmittel nur unwesentlich, durch Gehaltsminimierung kann jedoch die Entstehung 
von unerwünschten farbigen Folgeprodukten drastisch verringert werden. Diesen Tatbestand 
macht sich die Lebensmittelindustrie zu Nutze, um durch gezielte Änderungen in der 
Prozessführung den Gehalt an Amadori-Produkten im Produkt zu senken. 
 
 
2.2.1.1 Amadori-Produkte als Qualitätsparameter von Lebensmitteln 
 
In proteinhaltigen Lebensmitteln ist vor allem die Amadori-Produktbildung an den 
Seitenketten des essentiellen Lysins von Bedeutung. Physiologisch prägnant wird dieser 
Sachverhalt zusätzlich, wenn man berücksichtigt, dass durch die Modifizierung des Lysins 
dessen Bioverfügbarkeit stark eingeschränkt ist. Aus diesem Grund kam es in den 
vergangenen Jahrzehnten zur Entwicklung zahlreicher analytischer Methoden. Während die 
Quantifizierung der Amadori-Produkte über die indirekte FDNB-Methode (FDNB: Fluoro-
2,4-Dinitrobenzol) oder über mikrobiologische Methoden mit Tetrahymena- und Pediococcus 
Stämmen zur Unterschätzung des Fructosyllysingehaltes führten (Hurrell & Finot, 1983), 
setzten sich neben der direkten FDNB-Methode (Hurrell & Finot, 1983) und der 
Quantifizierung über Massenspektroskopie (Kislinger et al., 2005), vor allem die Furosin-
Methode nach saurer Hydrolyse durch (Finot et al., 1981). Dabei wird das Amadori-Produkt 
an der ε-Aminogruppe des Lysins indirekt durch sein stabiles Säurehydrolyseprodukt ε-N-(2-
Furoylmethyl)lysin (Furosin) bestimmt. Die ursprünglich angewandte Methode der 
Furosinbestimmung mittels Aminosäureanalytik und Kationenaustauschchromatographie 
(Brandt & Erbersdobler, 1972) wurde aufgrund der hohen Nachweisgrenzen bald von der 
deutlich empfindlicheren Ionenpaar-HPLC-Methode (Resmini et al., 1990) nach Reinigung 
2 Theoretischer Teil 
- 8 - 
der Hydrolyseprodukte an einer C18-Phase abgelöst. Nach Anet (1962, 1964) kann man 
davon ausgehen, dass die Bildung des Furosins im sauren Medium durch katalytische 
Enolisierung an Position 2 und 3 des Amadori-Produktes eingeleitet wird. Nach 
Wasserabspaltung und Desoxyosonstrukturen als Zwischenstufen bildet sich schließend unter 
Zyklisierung die typische N-(2-Furoylmethyl)aminosäurestruktur aus (Abb. 2.2-2). Zur 
Quantifizierung der stabilen Hydrolyseprodukte nutzt man die UV-Absorption des gebildeten 
Furanrings bei 280 nm. Als Konkurrenzreaktion ist unter entsprechenden Bedingungen auch 
eine 1,2-Enolisierung mit anschließender Eliminierung des Lysins (Anet, 1970) bzw. die 
Bildung des Pyridosins über Dehydratisierung und Umlagerung denkbar (Abb. 2.2-2) (Finot 
et al., 1969a). 
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Abb. 2.2-2: Abbau des Amadori-Produktes während der sauren Hydrolyse (110 °C, 7,95 N HCL, 23 h)  
 
Der Furosingehalt und damit die Lysinderivatisierung erreicht vor allem in trockenen 
Milchprodukten wie Milchpulvern bei ungünstiger Lagerung sehr schnell Werte von über 
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1000 mg/100 g Protein, variiert jedoch auch mit der Art des Herstellungsverfahrens. So 
konnten im schonenden Verfahren der Sprühtrocknung mit Gehalten von ca. 50 mg/100 g 
Protein um Faktor 6 geringere Werte an Furosin gegenüber der Walzentrocknung bestimmt 
werden (Clawin-Rädecker et al., 1996). 
Analog zu den Pulvern ist auch in stark hitzebehandelten UHT-Milch der Gehalt an Furosin 
mit Werten bis 240 mg/100 Protein um mehr als den Faktor 10 höher als in Rohmilch oder 
pasteurisierter Milch. So können Zusätze von rekonstituierter Milch von 6 % und mehr in 
pasteurisierter Milch nachgewiesen werden (Van Renterghem & De Block, 1996). 
Wichtig für die Furosin-Analytik ist die Durchführung der sauren Hydrolyse unter definierten 
Bedingungen. Diese Problematik zeigt sich vor allem darin, dass im sauren Medium neben 
der gewünschten Furosinbildung auch mit der Entstehung von Nebenprodukten wie dem 
Pyridosin (Finot et al., 1969), Nε-Carboxymethyllysin (CML) und mit der Rückbildung der 
originären Aminosäure (Erbersdobler & Bock, 1967) zu rechnen ist (Abb. 2.2-2). Die Bildung 
von CML ist zwar mit 1-2 % im Vergleich zur Bildung von Furosin (32 %), Lysin (56 %) und 
Pyridosin (16 %) (6 N Salzsäure, 23 h, 110 °C) vernachlässigbar gering, jedoch bildet sich aus 
elektrostatischen Gründen bei höheren Salzsäurekonzentrationen vermehrt Furosin, während 
bei niedrigeren Salzsäurekonzentrationen die Lysinrückbildung dominiert (Krause, 2005). 
Demzufolge ist es von Interesse, den genauen Umsatz des Amadori-Produktes zum 
analysierten Furosin zu kennen. Mit diesem Sachverhalt beschäftigten sich Krause et al. 
indem sie die ε-modifizierten Amadori-Produkte des Lysins aus verschiedenen Zuckern als 
Reinsubstanzen darstellten und unter definierten Bedingungen der Säurehydrolyse 
unterwarfen (Krause et al., 2003). Dabei zeigten sich in Bezug auf die verwendete Zuckerart 
und Salzsäurekonzentration sehr große Unterschiede im Umsatz der einzelnen Amadori-
Produkte (vgl. Tab. 2.2-1). Bei Lebensmitteln in denen nur eine Zuckerart vorhanden ist kann 
man so leicht die optimale Konzentration an Salzsäure für eine größtmögliche Ausbeute an 
Furosin während der Hydrolyse ermitteln.  
Anders zeigt sich der Sachverhalt bei Lebensmitteln, in denen mehr als eine Zuckerart 
vorhanden ist, wie zum Beispiel in Milchprodukten, bei denen die Lactose hydrolysiert 
vorliegt. In diesem Zusammenhang kann die optimale Konzentration an Salzsäure über ein 
Gleichungssystem ermittelt werden, wie es Krause et al. bei der simultanen Bestimmung von 
Furosin aus ε-N-Fructosyl- und ε-N-Tagatosyllysin beispielhaft zeigte und experimentell 
bestätigte (vgl. Tab. 2.2-1) (Krause et al., 2003). Über die so erhaltenen Umsätze bei saurer 
Hydrolyse lassen sich demzufolge je nach existenter Zuckerart und Salzsäurekonzentration 
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die Überführungsfaktoren (ÜF) ermitteln. Wird nun das zu analysierende Nahrungsmittel den 
definierten Hydrolysebedingungen unterworfen, besteht die Möglichkeit durch Multiplikation 
des bestimmten Furosingehaltes mit dem jeweiligen spezifischen Überführungsfaktor, 
Rückschlüsse auf das Ausmaß der Glykierung im originären Lebensmitteln zu ziehen.  
 
Tab. 2.2-1: Molare Ausbeuten an Hydrolyseprodukten aus den entsprechenden Amadori-Produkten, Hydrolyse 
bei 110 °C und 23 h, Werte aus (Krause et al., 2003) 
Salzsäure-
konzentration 
Amadori-
Produkt 
Molare Ausbeuten [%]* 
 Lysin              Furosin         ÜF       Pyridosin          CML    
BzGFruK 56,2 ± 1,4 32,4 ± 0,5     (3,1) 15,9 ± 0,2 1,6 ± 0,1 
6,0 M 
BzGTagK 28,6 ± 0,2 42,1 ± 0,4     (2,4) 35,6 ± 0,3 2,3 ± 0,1 
BzGFruK 41,7 ± 0,8 46,1 ± 1,7     (2,2) 15,9 ± 0,8 5,9 ± 0,1 
8,0 M 
BzGTagK 32,2 ± 0,5 41,9 ± 1,7     (2,4) 32,0 ± 1,1 4,1 ± 0,2 
 BzGLctK 40,5 ± 0,6 50,2 ± 1,3     (2,0) 18,4 ± 0,7 2,5 ± 0,2 
BzGFruK 48,3 ± 1,2 42,8 ± 1,8     (2,4) 14,3 ± 0,8 3,1 ± 0,3 7,3 M 
(optimiert) BzGTagK 29,7 ± 1,1 42,1 ± 1,1 35,3 ± 0,7 2,7 ± 0,1 
* Mittelwert ± Standardabweichung (n = 5, f = 4); ÜF = Überführungsfaktoren (ohne Einheit); BzGFruK = Nα-
Hippuryl-N-ε-(1-desoxy-D-fructos-1-yl)-L-lysin; BzGTagK = Nα-Hippuryl-N-ε-(1-desoxy-D-tagatos-1-yl)-L-
lysin; BzGLctK = Nα-Hippuryl-N-ε-(1-desoxy-D-lactulos-1-yl)-L-lysin 
 
Sind bei den proteinhaltigen Lebensmitteln vor allem die Seitenketten in Bezug auf die 
Amadori-Produktbildung von Interesse, überwiegen in lysinarmen oder peptidhaltigen 
Lebensmitteln die α-Aminogruppen. Analog zur Furosinbildung ist in diesem Fall von der 
Bildung der entsprechenden α-N-(2-Furoylmethyl)aminosäuren (FMAAs) während der 
sauren Hydrolyse auszugehen (Abb. 2.2-3). Die spanischen Arbeitsgruppen um Sanz und del 
Castillo konnten diese These in lysinarmen Produkten wie getrockneten Früchten (Sanz et al., 
2001), behandelten Tomatenprodukten (Sanz et al., 2000) und dehydriertem 
Orangensaftkonzentrat bestätigen (del Castillo et al., 1999). Dabei wurden neben Furosin 
(7,74-20,62 mg/100 g Produkt) vor allem die FMAAs-Derivate des Prolins, Alanins, 
Arginins, Asparaginsäure und γ-Aminobuttersäure in bedeutenden Mengen von 
2,88-21,61 mg/100 g getrockneter Frucht analysiert. Zudem konnte eine sehr starke Zunahme 
der FMAAs im Zuge einer Temperatur-Stresslagerung beobachtete werden (Sanz et al., 
2000). So wird von Sanz die Analytik der FMAAs in Anlehnung an die Furosin-Analytik 
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nach Resmini et. al (1990) für die Gütebeurteilung von lysinarmen Lebensmitteln 
vorgeschlagen. 
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Abb. 2.2-3: Bildung der ε- und α-N-(2-Furoylmethyl)aminosäuren während der sauren Hydrolyse (7,95 N HCl, 
23 h, 110 °C) 
 
In diesem Zusammenhang sollte auch die Untersuchung von peptidhaltigen Lebensmitteln 
wie zum Beispiel den in den letzen Jahren auf dem Markt gekommenen hypoallergenen 
Säuglingsnahrungen interessante Ergebnisse liefern.  
 
 
2.2.2 Bioverfügbarkeit von Amadori-Produkten 
 
Betrachtet man die teils relativ hohen Mengen an Amadori-Produkten im Lebensmittel ist 
folglich auch deren Verdau- und Resorptionsverhalten im Menschen ein wichtiger 
Diskussionspunkt. Als „Marker-Verbindung“ gilt dabei das in proteinhaltigen Lebensmitteln 
am häufigsten auftretende Nε-Fructosyllysin (auch Nε-Fructoselysin). In vitro-Versuche 
zeigten, dass nur das Lysin aktiv durch die Darmwand transportiert wird, während sowohl das 
an der ε-Aminogruppe als auch das an der α-Aminogruppe modifizierte Lysinderivat nicht 
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aktiv durch die Darmwand befördert wird (Erbersdobler & Faist, 2001). Obwohl die Affinität 
des freien Nε-Fructosyllysins zu dem L-Lysin-Transportsystem in der Darmwand relativ groß 
ist, ist der eigentliche Transport durch das Epithelium des Darmes vernachlässigbar gering 
(Grunwald et al., 2006). Lediglich eine geringe passive Diffusion des Nε-Fructosyllysins 
konnte an Darmsegmenten der Ratte beobachtet werden. So konnten bei Ratten nur 1-3 % des 
alimentär zugeführten Nε-Fructosyllysins über die Fäzes und 3-10 % über den Urin 
wiedergefunden werden (vgl. Tab. 2.2-2) (Erbersdobler & Faist, 2001). Bei erwachsenen 
Menschen ist die Wiederfindung von nur 4 % des gesamten Nε-Fructosyllysins in Fäzes und 
Urin noch geringer (Erbersdobler & Faist, 2001; Förster et al., 2005). Aufgrund dieser 
Ergebnisse und der Arbeiten von Grunwald et al. kann man davon ausgehen, dass der 
Großteil der alimentär zugeführten Amadori-Produkte durch Bakterien im Darm verwertet 
wird, so wie es auch schon im Tierversuch bei Ratten für über 80 % des Nε-Fructosyllysins 
vermutet wurde (Erbersdobler & Faist, 2001; Grunwald et al., 2006). Die Tatsache, dass sich 
die Verdauung von Säuglingen gegenüber Erwachsenen noch stark unterscheidet und sich 
unter anderem durch die bessere Aufnahme von höhermolekularen Verbindungen 
auszeichnet, ist vermutlich die Erklärung für die hohe Exkretion des zugeführten Nε-
Fructosyllysins von 16 % über den Urin und 55 % über die Fäzes bei Säuglingen (Tab. 2.2-2) 
(Niederweiser et al., 1975).  
 
Tab. 2.2-2: Exkretion des gebundenen Nε-Fructosyllysins (FL) [%] nach FL reicher Diät in Ratten, nach 
einmaliger Testnahrung (2860 mg FL) in gesunden erwachsener Probanden (n= 12) (Erbersdobler & Faist, 
2001) und nach glucosehaltiger Milchnahrung in Säuglingen (Niederweiser et al., 1975) 
 Ausscheidung Urin Mikrobieller Abbau Ausscheidung Fäzes 
Mensch < 3 % (Erwachsene) 
16 % (Säuglinge) 
--- 1 % (Erwachsene) 
55 % (Säuglinge) 
Ratte 3-10 % bis zu 80 % 1-3 % 
 
Für die Aufklärung eines möglichen Metabolisierungsweges des Nε-Fructosyllysins injizierten 
Hultsch et al. 18F-markiertes Nε-Fructosyllysin in Ratten intravenös. Dabei konnte gezeigt 
werden, dass Nε-Fructosyllysin durch das Enzym Fructosamin-3-Kinase vor allem in den 
Nieren phosphoryliert wird. Ein Großteil der injizierten Menge wird jedoch unverändert über 
den Urin ausgeschieden (Hultsch et al., 2006).  
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Im Resümee ist die Bioverfügbarkeit der peptidgebundenen essentiellen Aminosäure Lysin 
aus dem Amadori-Produkt nach derzeitigem Wissensstand wenig wahrscheinlich.  
 
 
2.2.3 Zur Bedeutung der frühen Phase der Maillard-Reaktion in vivo  
 
Dass die Maillard-Reaktion auch unter physiologischen Bedingungen abläuft, dokumentierte 
bereits Louis Camille Maillard in seinen Versuchen zu Beginn des 20. Jahrhunderts. Doch 
erst 1968 gelang es Bookchin und Gallop das Hauptglykierungsprodukt des menschlichen 
Hämoglobins (HbA1c) mittels Ionenaustauschchromatographie zu isolieren (Bookchin & 
Gallop, 1968). Zufällig wurden durch Rahbar et al. ein Jahre später erhöhte Mengen an dieser 
glykierten Hämoglobinart im Blut von Diabetikern entdeckt. Auch heute noch ist das HbA1c 
eines der wichtigsten Belege für den Ablauf der frühen Phase der Maillard-Reaktion im 
menschlichen Körper ist (Rahbar et al., 1969). HbA1c entsteht durch die nicht-enzymatische 
posttranslationale Modifizierung der N-terminalen α-Aminogruppen der β-Ketten des 
originären HbAo durch eine Hexose und eluiert im Chromatogramm eines schwach sauren 
Ionenaustauschers vor der eigentlichen Hauptfraktion HbAo. Bunn identifizierten die N-
terminale Modifizierung als 1-Amino-1-Desoxyfructose-Struktur (Bunn et al., 1975). Dabei 
wird der N-Terminus der β-Ketten gegenüber der α-Ketten um das 8 bis 10-fache stärker 
glykiert (Trivelli et al., 1971; Bunn et al., 1979). Als mögliche Ursache dieses Phänomens gilt 
neben der besseren sterischen Zugänglichkeit der reaktiven Aminogruppe und den 
unterschiedlichen pKa-Werten der benachbarten Aminosäuren vor allem die Möglichkeit der 
Säure-Base-Katalyse der Amadori-Umlagerung durch nahegelegene Protonendonor-
Akzeptor-Gruppen (Schleicher, 1991). Im Falle der β-Kette des Hämoglobins kann dies durch 
die Imidazolgruppe des Histidins geschehen, die direkt neben dem N-terminalen Valin liegt.  
Dass der HbA1c-Wert bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ II nicht nur erhöht ist, sondern 
auch mit der mittleren Blutzuckerkonzentration der vorhergehenden 6-8 Wochen einhergeht, 
bewiesen Koenig et al. (1976a, 1976b) und Gabbay et al. (1977). Seit dem wurde die 
Analytik des HbA1c immer weiter verbessert und gilt auch heute noch als Standardmethode 
für die retrospektive Kontrolle des Blutzuckerstoffwechsels bei Diabetikern. 
Neben dem Hämoglobin können auch andere körpereigene Proteine wie das Serumalbumin in 
vivo in Abhängigkeit von ihrer Halbwertzeit glykiert werden. Ähnlich dem Hämoglobin findet 
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man auch beim Serumalbumin eine relative Spezifität der Glykierungsorte. Von 55 möglichen 
ε-Aminogruppen werden nur 9 messbar derivatisiert, wobei Lys-525 am stärksten betroffen 
ist (Schleicher, 1991).  
So liegen analog dem Hämoglobin auch die Proteine des Plasmas, der Fingernägel und der 
Haare bei Diabetikern im erhöhten Maße glykiert vor, korrelieren aber unterschiedlich mit 
dem Blutglucosespiegel (Oimoni et al., 1986). Das Ausmaß der Glykierung wird dabei als 
Furosin nach saurer Hydrolyse in analoger Weise zu den Lebensmitteln bestimmt (vgl. 
2.2.1.1). Während die Glykierung der Plasmaproteine vor allem den Blutglucosegehalt der 
letzten 1-2 Wochen wiederspiegelt, korreliert der Glucosegehalt im Blut 3-5 Monate vor 
Probennahme mit dem Glykierungsgrad der Proteine in den Fingernägeln (Oimoni et al., 
1986). Auf diese Weise ist es möglich, die Stoffwechsellage auch kurzfristig, wie 
beispielsweise in der Schwangerschaft zu beurteilen bzw. das Glucose-
Stoffwechselgeschehen bei Patienten mit Diabetes mellitus über einen noch längeren 
Zeitraum rückwirkend darzustellen.  
 
 
2.2.3.1 Auswirkungen der Glykierung auf die Struktur und biologische Funktion der 
Proteine 
 
Durch die Glykierung in vivo ändert sich die Polarität, die molare Masse aber vor allem auch 
die räumliche Struktur eines Proteins. Speziell die freien Aminofunktionen der 
Lysinseitenketten im Proteinverband sind oft im aktiven Zentrum zahlreicher Enzyme, 
Carrier-, Bindungs- und Strukturproteine von essentieller Bedeutung. Zudem spielen sie bei 
Interaktionen zwischen Proteinen wie zum Beispiel bei Hormon/Hormonrezeptor, 
Antigen/Antikörper oder Enzym/Enzyminhibitor Beziehungen eine wichtige Rolle 
(Schleicher, 1991). Man kann demzufolge davon ausgehen, dass durch die Glykierung an 
strategisch wichtigen Positionen die biologische Funktion der Proteine beeinflusst wird. 
So verliert die Ribonuclease A schon nach 24stündiger Inkubation mit Glucose in vitro ihre 
Enzymaktivität zu 50 % (Vlassara et al., 1984), während bei Transaminasen die Glykierung 
keinen Einfluss auf Aktivität zeigt (Schleicher, 1991). Vermutlich liegen bei der 
Ribonuclease A anders als bei den Transaminasen die entsprechenden freien Lysinfunktionen 
nahe dem aktiven Zentrum.  
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Die Glykierung der Linsenproteine aus Rinderaugenlinsen geht dagegen mit einer Trübung 
des Linsenkristallins einher (Stevens et al., 1978). Durch Zugabe von Reduktionsmitteln 
konnte die sichtbare Trübung jedoch verhindert werden. Chiou et al. (1981) und Monnier & 
Cerami (1981) erklärten dies durch eine mögliche Konformationsänderung des Proteins 
infolge der Glykierung, wodurch die reaktiven Sulfhydrylgruppen für die Dimerisierung 
zugänglich werden. So konnten in Katarakten von diabetischen und galactosämischen Ratten 
Linsenkristallin-Aggregate nachgewiesen werden, die über mehrere Disulfidbrücken 
verknüpft waren. 
Ein ähnliches Bild der Konformationsänderung zeigt sich auch bei der β-N-Acetyl-D-
glucosaminidase aus der Rinderniere. Dort zeigte eine 7tägige Inkubation mit 44 mM Glucose 
einen Rückgang der Enzymaktivität um 50 %. Interessanter Weise ist dabei fast ausschließlich 
das Isoenzym A betroffen, welches nahezu inaktiv ist, während das Isoenzym B voll aktiv 
bleibt (Dolhofer et al., 1982). 
Dass auch die Modifizierung am N-Terminus des Hämoglobins einen weitreichenden Einfluss 
auf die Struktur und die biologische Funktion des Proteins hat, zeigte die Arbeitsgruppe um 
De Rosa et al., (1998) So kann die Glykierung des Hämoglobins Ursache einer gestörten 
Regulation sowohl in der Affinität des Sauerstoffes an das Protein als auch in der 
Optimierung des Sauerstoff- und Kohlendioxidtransportes im Blut sein. Die Ursache liegt 
zum einen in der 2,6fach geringeren Affinität des 2,3-Bisphosphoglycerat (2,3-DPG) zum 
HbA1c gegenüber dem originären HbA0. Computerunterstützte Modellierungen zeigten, dass 
die Zuckerreste am N-Terminus der β-Ketten des Hämoglobins asymmetrisch zur 2,3-DPG-
Bindungsseite ausgerichtet sind, wodurch die Bindung des 2,3-DPGs an die Tense-Form des 
Hämoglobins (Desoxyhämoglobin) gestört und damit die Sauerstoffregulierung des 
Hämoglobins beeinträchtigt wird. Zum anderen führt der verminderte Bohr-Effekt des HbA1c 
gegenüber der nicht glykierten Form zur schlechteren Löslichkeit und Transport des 
Kohlendioxids im Blut (De Rosa et al., 1998).  
Inkubationen von humanem Serumalbumin mit Glucose (0-500 mM, 10 d bzw. 
hyperglykämische Konzentrationen 5-25 mM, 56 d) führten dagegen nur zu einem minimalen 
Einfluss auf die tertiäre Struktur des humanen Proteins. Die größte Veränderung unabhängig 
von der Glucosekonzentration wurde unter Anwesenheit von Cu (II) Ionen beobachtet 
(Coussons et al., 1997). 
In neuerer Zeit wurde neben den strukturellen und funktionellen Effekten auch die 
induzierende Wirkung der glykierten Proteine auf Transkriptionsfaktoren wie NF-κB (nuclear 
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factor), AP-1 (activator protein) und MAPKs (mitogen-activated protein) in verschiedenen 
Zelllinien diskutiert. Dabei induziert glykiertes Serumalbumin (HSA) nach Bindung an dem 
Rezeptor die Sekretion des proinflammatorischen Interleukins (IL-1β) und des Tumor-
Nekrosefaktors α (TNF-α). Dadurch wird die Proteinkinase C-ε (PKC) aktiviert, was mit 
einer Translokation der Transkriptionsfaktoren einhergeht (Salazar et al., 2001; Hattori et al., 
2002; Brandt & Krantz, 2006). Während sich diese Studien auf die Rolle des glykierten HSA 
bei vaskulären Erkrankungen wie Atherosklerose fokussierten, beschäftigten sich Miele et al., 
(2003) mit dem Einfluss des glykierten Serumalbumins auf die insulinabhängigen Signalwege 
in L6 Skelettmuskelzellen. Interessanter Weise führte die Exposition der Muskelzellen mit 
glykiertem HSA zur selektiven Insulinresistenz im Glucosemetabolismus, während auf die 
hormonregulierten wachstumsspezifischen Faktoren kein Effekt beobachtet werden konnte 
(Miele et al., 2003).  
Die beschriebenen ex vivo Versuche geben jedoch nur Hinweise auf einen möglichen 
Zusammenhang zwischen glykierten Proteinen und vaskulären Erkrankungen bzw. Diabetes 
mellitus. Ein entsprechender Beleg in vivo steht noch aus. 
 
 
2.2.3.2 Enzymatische Deglykierung 
 
Da in zahlreichen in vitro Experimenten hohe Glykierungsraten nach Inkubation von 
humanen Proteinen mit reduzierenden Zuckern dokumentiert wurden, war auch in vivo mit 
einem bedeutenden Ausmaß der posttranslationalen Modifizierung im Zuge der frühen Phase 
der Maillard-Reaktion zu rechnen. Tatsächlich lagen die gefundenen Gehalte an Amadori-
Produkten jedoch weit unter den prognostizierten Werten. So ging man davon aus, dass in 
vivo Enzymsysteme existieren mussten, die der eigentlichen Glykierungsreaktion entgegen 
wirkten.  
Bisher konnten zwei Kategorien an Enzymen gefunden werden, die tatsächlich für diese 
Fähigkeit in Frage kommen. Sowohl Fructosylamin-Oxidasen als auch Fructosamin-Kinasen 
nutzen Amadori-Produkte als Substrat, unterscheiden sich jedoch im Mechanismus der 
Deglykierung (Wu & Monnier, 2003).  
Die Gruppe der Fructosylamin-Oxidasen (FAO) oxidieren das Substrat, wobei 
Wasserstoffperoxid generiert wird und das oxidierte Amadori-Produkt spontan durch 
  2 Theoretischer Teil 
  - 17 - 
Hydrolyse zerfällt. Horiuchi et al. publizierten 1989 als Erste die erfolgreiche Isolation einer 
Fructosylamin-Oxidase aus Corynebacterium sp. (Horiuchi et al., 1989).  
Auf einem Minimalboden kultiviert mit Amadori-Produkten als einziger Kohlenstoffquelle 
konnten die zwei Deglykierungsenzyme Amadoridase I und II aus Aspergillus sp. isoliert und 
kloniert werden (Takahashi et al. 1997a; Takahashi et al. 1997b). Interessanter Weise konnte 
aus einem Pseudomonas sp. Stamm ein Deklykierungsenzym freigesetzt werden, dass die 
Fähigkeit besitzt, eine Alkylamin-Bindung anstatt der Ketoamin-Bindung zu spalten (Saxena 
et al., 1996; Takahashi et al., 1997a; Takahashi et al., 1997b; Wu et al., 2000). In den 
vergangenen Jahren wurden eine Reihe weiterer, hocheffizienter FAO isoliert und kloniert; 
ihnen ist jedoch gemeinsam, dass sie nur kurzkettige Produkte – glykierte Aminosäuren und 
Peptide – deglykieren. (Wu & Monnier, 2003). 
Einen ersten Hinweis auf die Existenz der Fructosamin-Kinasen als zweite Kategorie der 
Deglykierungsenzyme gaben Szwergold et al., (1990). Sie wiesen das Fructose-3-phosphat als 
Enzyminaktivator in Augenlinsen von diabetischen Ratten nach. Weiterführende Studien 
wiesen eindeutig auf das Vorhandensein einer Kinaseaktivität hin, die eine Phosphorylierung 
des Fructoselysins zum Fructoselysin-3-phosphat katalysiert, welches schließlich in freies 
Lysin, anorganisches Phosphat und 3-Deoxyglucoson zerfällt (vgl. Abb. 2.2-4) (Kappler et 
al., 2000).  
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Abb. 2.2-4: Mögliche Deklykierungswege der FN3K (Fructosamin-3-Kinase) bzw. FN3KRP (fructosamin-3-
kinase-ähnliches Protein) in vivo 
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Die erfolgreiche Isolierung der humanen Fructosamin-3-Kinase (FN3K) aus dem 
Erythrozytenlysat sowie die darauffolgende Klonierung des Enzyms gelang schließlich durch 
die Arbeitsgruppe um van Schaftingen (Delpierre et al., 2000). Als ATP-abhängiges Enzym 
ist die Fructosamin-Kinase intrazellulär aktiv. Delpierre et al. nutzen diese Tatsache zur 
Untersuchung der Selektivität der Kinase auf die Deglykierung von humanem Hämoglobin. 
Durch das gezielte Einbringen von markiertem ATP32 in die Erythrozytenlösung konnten sie 
die Deglykierungsstellen am humanen Hämoglobin spezifizieren (Delpierre et al., 2004). 
Insgesamt 9 Stellen im Protein wurden durch das Enzym aktiv deglykiert. Es zeigte sich 
jedoch eine große Spezifität. Während Val-β-1 und Lys-α-61 nahezu unbeeinflusst blieben, 
wurden vor allem die drei Lysinreste an Position 16 und 139 der α-Kette bzw. Position 17 der 
β-Kette schnell deglykiert. Daraufhin untersuchten Delpierre et al. die Fructosamin-3-
kinaseaktivität von gesunden und diabetischen Probanden. Dabei differierten die Aktivitäten 
zwischen den untersuchten Gruppen kaum. Innerhalb beider Gruppen konnte jedoch eine 
große individuelle Variabilität dokumentiert werden, welche mit einem Nukleotid-
Polymorphismus auf der Promotorregion und Exon-6-region auf dem FN3K-Gen assoziiert 
ist. So scheint die individuelle Fructosamin-3-kinaseaktivität keinen Einfluss auf die 
Deglykierung an den sehr schnell oder gar nicht beanspruchten Stellen am Hämoglobin, zu 
haben. Selektiv und signifikant ist sie dagegen für die Glykierungsstellen am Hämoglobin die 
nur sehr langsam deglykiert werden wie z.B. Lys-β-144 (Delpierre et al., 2006). Daher stört 
die Fructosamin-3-kinaseaktivität auch die Bewertung des HbA1c-Werts nicht, der sich vor 
allem aus der N-terminalen Glykierung des Valins der β-Kette am Hämoglobin ergibt. 
Neben der FN3K wurde ein Fructosamin-3-kinaseähnliches Protein (FN3KRP) beschrieben, 
welches als Isoenzym trotz 75 %iger Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz zwar die 
Fähigkeit besaß, Ribuloselysin und andere Amadori-Produkte zu phosphorylieren, nicht 
jedoch Fructoselysin (Collard et al., 2003). Neuere Studien von Szwergold et al. aus dem Jahr 
2007 konnten das Fructoselysin-6-Phosphat als mögliches Substrat für FN3KRP 
identifizieren. Fructoselysin-6-Phosphat entsteht aus der Glykierung humaner Proteine mit 
Glucose-6-Phosphat und wird analog zum Deglykierungsweg der FN3K zum Fructoselysin-
3,6-bisphosphat phosphoryliert (vgl. Abb. 2.2-4) (Szwergold, 2007).  
Szwergold et al. konnten zudem die Transglykierung als weitere Möglichkeit aufzeigen, die 
den Deglykierungsweg in vivo neben FN3K und FN3KRP komplettiert. Das Enzym 
katalysiert den Transfer des Zuckerrestes der Schiff’schen Base eines höhermolekularen 
Proteins auf ein niedermolekulares Protein oder Peptid wie z.B. das Glutathion 
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(vgl. Abb. 2.2-4). So besteht die Möglichkeit, schon zu Beginn der Glykierung dem Prozess 
entgegenzuwirken. Durch MRP/MDR (multidrug-resistance-pump/protein) Systeme kann das 
so glykierte Glutathion aus der Zelle entfernt werden. Nach Metabolisierung wird schließlich 
Glucose-Cystein als Abbauprodukt über den Urin ausgeschieden werden. Interessanterweise 
konnte im Urin von Diabetikern erhöhte Gehalte an eben diesem Abbauprodukt detektiert 
werden (Szwergold et al., 2005). 
Der große Vorteil der Fructosamin-Kinasen im Gegensatz zu Fructosylamin-Oxidasen ist ihre 
Fähigkeit, auch proteingebundene Amadori-Produkte zu phosphorylieren. Quantitative PCR-
Studien zeigten zudem eine Expression des Fructosamin-Kinasegens in allen Geweben, wobei 
in den Nieren der höchste Kinasegehalt gemessen wurden (Szwergold et al., 2001). Ein 
potentielles Problem ist jedoch die Tatsache, dass mit dem prognostizierten 
Deglykierungsmechanismus (vgl. Abb. 2.2-4) 3-Deoxyglucoson bzw. 3-Deoxyglucoson-6-
phosphat als Nebenprodukte entstehen, welche als reaktive Glykierungsreagenzen wiederum 
das Vermögen besitzt, Enzyme zu inaktivieren und das Zellwachstum und die Replikation zu 
inhibieren (Wu & Monnier, 2003). Der Grundgedanke ist es nun, dass zum beschriebenen 
Deglykierungsweg auch ein System zur Detoxifizierung in den Zellen vorhanden sein muss. 
Tatsächlich entspricht die Aldehydreduktase diesen Anforderungen, indem sie die Reduktion 
des 3-Deoxyglucosons zur 3-Deoxyfructose katalysiert, welche schließlich zur 3-Deoxy-2-
ketogluconsäure abgebaut wird (Wu & Monnier, 2003). Beim 3-Deoxyglucoson-6-phosphat 
wäre es zudem denkbar, dass es unter anderem über Enzyme aus dem Pentose-Phosphat-Weg 
metabolisiert wird (Szwergold, 2007). Aber auch eine pharmazeutische Detoxifizierung über 
Gaben von Aminoguanidin und Pyridoxamin ist denkbar (vgl. Abb. 2.2-4) (Khatami et al., 
1988; Hirsch et al., 1995; Booth et al., 1997). 
Die enzymatische Umkehr der frühen Phase der Maillard-Reaktion scheint eine der 
potentiellen Möglichkeiten der Zelle zu sein, auf die Glykierung der Zellproteine spezifisch 
zu reagieren. Die genaue Kinetik und Funktion der Fructosamin-3-kinasen sowie eine 
mögliche Verbindung mit Krankheiten wie Diabetes mellitus bleibt jedoch Gegenstand 
weiterer Forschungen. 
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2.3 Die fortgeschrittene Phase der Maillard-Reaktion: Bildung von Advanced 
Glycation Endproducts (AGEs) 
 
Unter entsprechenden Bedingungen reagieren die Produkte der frühen Phase der Maillard-
Reaktion durch Kondensations-, Fragmentierungs- und Abbau-Reaktionen zu einer Vielzahl 
meist farbiger und aromaaktiver Verbindungen weiter. Diese stabilen Folgeprodukte der 
fortgeschrittenen Maillard-Reaktion werden in der Literatur auch unter dem Begriff 
„Advanced Glycation Endproducts“ (AGEs) zusammengefasst.  
 
 
2.3.1 Zur Bedeutung der fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion in 
Lebensmitteln 
 
AGEs zählen mit zu den wichtigsten aroma- und geschmacksgebenden Verbindungen in 
prozessierten Lebensmitteln. Gleichzeitig gelten sie als Precursoren für die Bildung der 
tiefbraunen Melanoidine während der finalen Phase der Maillard-Reaktion. So ist die AGE-
Bildung einerseits in Lebensmitteln wie Backwaren oder gebratenen Fleisch für die Farb- und 
Aromabildung elementar, anderseits kann sie aber auch in anderen Produkten wie 
Milchpulvern zu unerwünschten Bräunung oder Nährwertminderung führen.  
Als reaktive Schlüsselintermediate haben α-Dicarbonylverbindungen einen hohen Stellenwert 
beim Verlauf der fortgeschrittenen Phase. Sie sind nicht nur an der monovalenten 
Derivatisierung von freien Aminogruppen der Aminosäuren, Peptide und Proteine beteiligt, 
sondern besitzen auch die Fähigkeit, Proteine inter- und intramolekular querzuvernetzen. 
Dadurch kann neben dem Geschmack und Geruch eines Lebensmittels auch seine Textur 
verändert werden (Li et al., 2005; Schäfer et al., 2007).  
 
 
2.3.1.1 Bildung von α-Dicarbonylverbindungen in Lebensmitteln 
 
Die bedeutendste Quelle von α-Dicarbonylverbindungen in Lebensmitteln ist die Maillard-
Reaktion selbst. So werden längerkettige α-Dicarbonylverbindungen, sogenannte 
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Desoxyosone (DGs), durch den Abbau der Amadori- und Heyns-Produkte aus der frühen 
Phase der Maillard-Reaktion gebildet. Die zwei wichtigsten Desoxyosone, das 3-DG bzw. 
1-DG entstehen dabei durch 1,2-Enolisierung bzw. 2,3-Enolisierung und anschließender 
Eliminierung (vgl. Abb. 2.3-1) (Belitz et al., 2001). 
Auch die kürzerkettiger α-Dicarbonylverbindungen wie Glyoxal, Methylglyoxal und Diacetyl 
entstehen in Lebensmitteln primär durch Folgereaktionen aus den Amadori-Produkten und 
deren Zwischenprodukten (vgl. Abb. 2.3-1). Dabei fungieren freie Aminogruppen zusätzlich 
als effektive Katalysatoren, die Bindungsbrüche in den reduzierenden Zuckern oder deren 
Folgeprodukten unter neutralen bis schwach sauren Bedingungen beschleunigen (Thornalley 
et al., 1999b; Hollnagel & Kroh, 2000).  
Bei der Glyoxalbildung in Lebensmitteln kommt dem Glycosylamin als Zwischenprodukt der 
frühen Phase der Maillard-Reaktion eine wichtige Bedeutung zu (vgl. Abb. 2.2-1). So führen 
Fragmentierungs- und Oxidationsschritte des Intermediates zur Freisetzung des Glyoxals 
(Hayashi & Namiki, 1986). Es ist jedoch auch die Bildung des Glyoxals über den reinen 
Zuckerabbau ohne die Beteilung von Aminen (Karamellisierung) möglich. In diesem 
Zusammenhang wird die Retroaldolreaktion mit oder ohne Glycolaldehyd als Zwischenstufe 
als wahrscheinlichster Entstehungsweg angesehen (Thornalley et al., 1999b). Ferner ist in 
fettreichen Lebensmitteln auch die Bildung des Glyoxals über die Autoxidation von 
ungesättigten Fettsäuren zu erwarten (Loidl-Stahlhofen et al., 1994). 
Auch Methylglyoxal wird ähnlich dem Glyoxal über die Retroaldolreaktion aus dem 
Amadori-Produkt oder dessen Abbauprodukten generiert. Ebenfalls ist die direkte Bildung 
aus der Glucose über basenkatalysierte Fragmentierungsreaktionen möglich (Thornalley et al., 
1999a; Hollnagel & Kroh, 2000). 
Für die nicht-enzymatische Bildung von Diacetyl in Lebensmitteln sind generell zwei 
verschiedene Mechanismen denkbar. Ausgehend vom 1-DG führt ein Weg über die Keto-
Enol-Tautomerisierung mit anschließender vinyloger β-Elimierung, wodurch ein Angriff 
eines Nukleophils an Position 5 des C6-Körpers ermöglicht wird. Die Folge ist eine Spaltung 
der Verbindung zwischen C4 und C5, die zur Freisetzung des Diacetyls führt. Eine Spaltung 
des 1-DG ist jedoch auch über Retroaldolreaktion möglich (Hollnagel & Kroh, 2000).  
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Abb. 2.3-1: Strukturen der α-Dicarbonylverbindungen in Lebensmitteln 
 
Prinzipiell können α-Dicarbonylverbindungen in Lebensmitteln auch mikrobiell gebildet 
werden. So besitzen Streptokokken die Fähigkeit, Diacetyl aus Citrat produzieren. Dazu 
setzten die Bakterien mit Hilfe der Citratase das Substrat zum Oxalacetat um. Durch 
anschließende Decarboxylierung zum Pyruvat kann auf direkten Weg Diacetyl freisetzt 
werden (Belitz et al., 2001). Einige Lactobacillusarten können neben Diacetyl auch Glyoxal 
und Methylglyoxal generieren. So konnten Lindsay und McDonald sehr hohe 
Methylglyoxalgehalte in direkt gesalzenen Parmesan nachweisen (vgl. Tab. 2.3-1) (Lindsay & 
McDonald, 1992). 
Obwohl die α-Dicarbonylverbindungen aufgrund ihrer hohen Reaktivität im Medium schnell 
zu einer Vielzahl an Verbindungen weiter reagieren, können in Lebensmitteln messbare 
Gehalte bestimmt werden. Dabei liegen die Mengen im mikromolaren Bereich und 
schwanken je nach Entstehungsprozess und Inhaltsstoffe der Lebensmittel stark. So sind 
Lebensmittel wie Malzbier, die durch Zugabe von großen Zuckermengen hergestellt werden, 
durch besonders hohe Gehalt an α-Dicarbonylverbindungen gekennzeichnet. Zudem können 
sich α-Dicarbonylverbindungen in Lebensmitteln mit sehr wenig Aminokomponenten - wie 
Honige - auch anreichern (vgl. Tab. 2.3-1). So sind Manuka-Honige aufgrund ihrer sehr 
hohen Gehalte an Methylglyoxal für ihre antimikrobiellen Eigenschaften bekannt. Zudem 
wirkten sie hemmend auf verschiedene Krebszelllinien (Mavric, 2005). Nichtsdestotrotz 
gelten α-Dicarbonylverbindungen als cyto- und gentoxische Substanzen, die durch effektive 
Enzymsysteme im menschlichen Körper schnell entgiftet werden. Dementsprechend könnte 
man die Reaktion der reaktiven Schlüsselintermediate mit Peptiden und Proteinen auch als 
Detoxifizierung sehen. 
 
2 Theoretischer Teil 
- 24 - 
Tab. 2.3-1: Gehalte an α-Dicarbonylverbindungen in ausgewählten Lebensmitteln 
Lebensmittel 3-DG Diacetyl Glyoxal Methylglyoxal 
 [µmol/l bzw. µmol/kg] 
Malzbier (Rättich, 2004) 130    
Bier (Hayashi & Shibamoto, 1985)    10 
Weißwein (Barros et al., 1999)   9 40 
Weinbrand (Barros et al., 1999)  3 6 9 
Honig (Weigel et al., 2004) 1110  29 33 
Joghurt (Yamaguchi et al., 1994)  11-26 11-16 8-18 
Parmesan (Lindsay & McDonald, 1992)    77 
Butter (Esteve et al., 2002)  330   
 
 
2.3.1.2 Bildung von AGEs in Lebensmitteln 
 
Die während der fortgeschrittenen Phase gebildeten reaktiven α-Dicarbonylverbindungen 
dienen zum einen selbst als Vorläufer aromaaktiver Substanzen, können aber auch schnell mit 
den freien Aminofunktionen der Aminosäuren, Peptide und Proteine zu einer Vielzahl an 
weiteren Verbindungen fortreagieren. Direkt aus den Desoxyosonen können so zahlreiche 
Sauerstoffheterocyclen wie Pyranon- , Furanon und Fufuralverbindungen hervorgehen. 
Das bekannteste Pyranonderivat ist das Maltol, welches durch ein karamellartiges Aroma 
gekennzeichnet ist. Maltol kann den Süßgeschmack in Lebensmitteln verstärken und 
Bitterstoffe, wie z.B. die aus dem Hopfen maskieren (Belitz et al., 2001).  
Der Aromaeindruck der Furanone ist von der Substitution am Ring abhängig. So trägt das 4-
Hydroxy-2,5-dimethylfuranon zum Ananas- und Erdbeeraroma bei (Buttery, 1999), 
wohingegen das 4-Methoxy-2,5-Dimethyl-3(2)-Furanon einen Aromaeindruck von 
Stachelbeere und Brombeere hervorruft (Ternes, 2000).  
Furfurale sind Produkte der 1,2-Enolisierung und rufen einen typischen Kochgeschmack 
hervor. Der bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist das 5-Hydroxymethylfurfural (HMF), 
welches durch Abspaltung von Wasser aus dem cyclischen Halbacetal gebildet wird (Ternes, 
2000). 
  2 Theoretischer Teil 
  - 25 - 
Eine der wichtigsten Folgereaktionen der Enolisierung ist der Strecker-Abbau, der vor allem 
in Lebensmitteln mit einem hohen Gehalt an freien Aminosäuren und starker thermischer 
Belastung stattfindet. Die bei diesem Reaktionsweg freigesetzten α-Aminoketone können 
durch Dimerisierung zu unterschiedlich substituierten Pyrazinen reagieren, die eine spezielle 
röstige Aromanote im Lebensmittel verursachen (Ternes, 2000; Belitz et al., 2001). Zwar ist 
im Gegensatz zu den Pyranonen und Furanonen, die in Gehalten von bis zu 30 mg/kg 
Lebensmittel bestimmt wurden, die Menge an Pyrazinen um bis zu zwei Zehnerpotenzen 
niedriger, jedoch ist die Intensität der Aromawahrnehmung durch die unterschiedlichen 
Geruchsschwellen in den Gruppen annähernd gleich.  
Neben dem direkten Abbau der Desoxyosone bzw. der derivatisierten freien Aminosäuren ist 
in peptid- oder proteinreichen Lebensmitteln auch mit Folgereaktionen sowohl an den N-
terminalen Aminogruppen als auch an den Seitenketten der Peptide und Proteine zu rechnen. 
Neben den α-Aminogruppen fungieren demnach die ε-Aminogruppe des Lysins und die 
Guanidinogruppe des Arginins als potentielle Angriffsorte am Protein.  
So können zwei Moleküle Methylglyoxal zu 3-Hydroxy-2,4-pentadion disproportionieren, 
welches mit der Guanidinogruppe des Arginins zu Argpyrimidin kondensiert 
(vgl. Abb. 2.3-2). Argpyrimidin entsteht während der Bierherstellung bis zu 27 nmol/l und 
korreliert positiv mit dem Gehalt an Stammwürze und Bierfarbe (Glomb et al., 2001).  
Zwei weitere monovalente Proteinmodifikationen stellen Pyrralin und Nε-Carboxymethyllysin 
(CML) dar (vgl. Abb. 2.3-2). Pyrralin entsteht in Anwesenheit von primären Aminen durch 
Reaktion des 3,4-Didesoxyosons mit der ε-Aminogruppe des Lysins und anschließender 
Cyclisierung unter Abgabe von zwei Molekülen Wasser (vgl. Abb. 2.3-2) (Sengl, 1988). 
Aufgrund seiner Instabilität in Säure konnte es lange Zeit durch die gängigen 
Standardverfahren in der Lebensmittelanalytik nicht nachgewiesen werden. Erst durch 
chromatographische Methoden nach enzymatischer Hydrolyse konnte Pyrralin in stark 
erhitzten Milchprodukten (200-1200 mg/kg Protein) und vor allem Backwaren (200-
3700 mg/kg Protein) in relativ hohen Gehalten bestimmt werden. Besonders in thermisch 
stark beanspruchten Krusten oder in den mit Laugen behandelten Oberflächen konnten die 
größten Mengen detektiert werden (Henle et al., 1994b). 
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Abb. 2.3-2: Bildung von monovalenten (unten/oben) und quervernetzenden (Mitte) Advanced Glycation 
Endproducts am Protein 
 
CML hat seinen Ursprung in verschiedenen Bildungswegen (vgl. Abb. 2.3-2). Neben der 
direkten Glykoxidation aus dem Amadori-Produkt oder der Schiff’schen Base, ist auch die 
Reaktion von Glyoxal direkt mit der ε-Aminogruppe des Lysins über die intramolekulare 
Cannizzaro-Reaktion möglich (Glomb & Monnier, 1995b). Die ersten quantitativen Werte in 
Lebensmitteln wurden durch Büser et al. dokumentiert. Sie bestimmten Gehalte in UHT 
Milch (100-750 mg/kg Protein) und Milchpulver (1100-2100 mg/kg) die in vergleichbaren 
Größenordnungen zum Pyrralin lagen (Büser et al., 1986). Relativiert werden diese 
Ergebnisse jedoch durch die Tatsache, dass bei dem Aufbereitungsschritt der klassischen 
sauren Hydrolyse auch CML aus dem Abbau des Amadori-Produktes gebildet wird (vgl. 
Abschnitt 2.2.1.1). Vermieden kann dieser Umstand durch die Reduktion des Amadori-
Produktes vor Hydrolyse oder durch Arbeiten unter nicht oxidativen Bedingungen (Krause, 
2005). Dieses Faktum ist vermutlich auch eine Erklärung für die doch deutlich geringeren 
Gehalte an CML, die durch Förster in UHT-Milch (75 mg/kg Protein) und Milchpulver 
(173 mg/kg Protein) analysiert wurden (Förster, 2006). CEL (Nε-Carboxyethyllysin) als 
Methylglyoxal-Analoga konnte dagegen nicht in Milchprodukten nachgewiesen werden. 
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Jedoch fand Richter größere Mengen in Backwaren wie Zwieback (577 mg/kg) (Richter, 
2001).  
Neben den gezeigten monovalenten Lysin- und Arginin-Proteinmodifizierungen, besteht 
während der Prozessierung oder Lagerung des Lebensmittels auch die Möglichkeit zur inter- 
und intramolekularen Proteinquernetzung. Aus der Vielzahl der nachgewiesenen 
Quervernetzungsprodukte (Cross-links) sind vor allem Pentosidin und MODIC 
(Methylglyoxal derived imidazolinon crosslink) am intensivsten erforscht (vgl. Abb. 2.3-2). 
Pentosidin entsteht durch die Verknüpfung der funktionellen Gruppen des Lysins und 
Arginins über eine Pentose. Mittels Ionenaustauschchromatographie und 
Fluoreszenzdetektion (λex = 335 nm/ λem = 385 nm) wurde das Cross-link in Gehalten von 
11-40 mg/kg Protein in gerösteten Kaffee und bis zu 23 mg/kg Protein in Laugengebäck 
bestimmt (Henle et al., 1997).  
Durch die Reaktion von Methylglyoxal mit einer Lysin- und Argininseitenkette bildet sich das 
Vernetzungsprodukt MODIC. Bei der Quantifizierung von GODIC, MODIC, DODIC 
(glyoxal-, methylglyoxal- bzw. deoxyglucosulose-derived imidazoline cross-link) und 
Glucosepan neben den korrespondierenden Imidazoliumverbindungen MOLD und GOLD in 
Lebensmitteln zeigte sich MODIC als quantitativ bedeutendster Cross-link. Die bestimmten 
Werten von 151 mg/kg Protein (0,71 mmol/kg Protein) in Backwaren lagen bis um den Faktor 
10 höher als bei MOLD und GOLD (Biemel et al., 2001). 
Trotz dieser Vielzahl an identifizierten und quantifizierten AGEs an den Seitenketten von 
Peptiden und Proteinen blieb eine mögliche Reaktion der α-Dicarbonylverbindungen mit dem 
N-Terminus weitgehend unbeachtet. Gerade in lysin- und arginarmen oder peptidhaltigen 
Lebensmitteln sollte eine mögliche Derivatisierung am N-Terminus auch von quantitativer 
Bedeutung sein. Ein möglicher Ansatzpunkt ist die Reaktion von Glyoxal oder Methylglyoxal 
mit dem N-Terminus von Peptiden oder Proteinen zu 2(1H)-Pyrazinonstrukturen (vgl. 
Abb. 2.3-2). 
 
 
2.3.1.3 Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen unter lebensmittelrelevanten Bedingungen 
 
Dass die Bildung von 2(1H)-Pyrazinonstrukturen möglicherweise auch in Lebensmitteln von 
Relevanz ist, zeigten Prey und Petershofer 1968, als sie einen Zusammenhang zwischen der 
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Pyrazinonbildung und der Braunfärbung während der Zuckerraffination vermuteten. Diese 
Hypothese beruhte auf der Tatsache, dass die UV-Absorption von 320-340 nm der aus der 
Umsetzung von Diglycin und Glyoxal resultierenden Pyrazinon-Peptide mit einer UV-Bande 
aus Zuckerfabrikationssäften übereinstimmte (Prey & Petershofer, 1968). 
Auch Van Chuyen et al. konnten in ihren Versuchsansätzen (pH = 5,0; 1 h; ϑ = 100 °C) aus 
verschiedenen Peptiden und Glyoxal neben freien Aminosäuren und Streckeraldehyden auch 
die Bildung von 2(1H)-Pyrazinonstrukturen dokumentieren. Interessanterweise beobachteten 
sie bei der Inkubation von Tri- und Tetrapeptiden auch die Bildung von Pyrazinon-
Dipeptiden, was einen hydrolytischen Abbau vom C-Terminus aus unter den gewählten 
Bedingungen erwarten ließ (Van Chuyen et al., 1973a, 1973b). Aus diesen Ergebnissen und 
weitern Untersuchungen konnten Van Chuyen et al. einen Bildungsmechanismus postulieren. 
Demnach reagiert zunächst die funktionelle Gruppe der α-Dicarbonylverbindung mit der N-
terminalen Aminofunktion des Peptides oder Proteins unter Ausbildung einer Schiff’schen 
Base. In Folge dieser Protonen-katalysierten Anfangsreaktion tautomerisiert die Schiff’sche 
Base zum Enaminol (Van Chuyen et al., 1973b). Krause vermutet dabei eine Übertragung des 
α-Protons der N-terminalen Aminosäure auf die Ketofunktion. Es wäre jedoch auch das 
Reaktionsmedium als Protonenquelle denkbar (Krause, 2005). Im weiteren Reaktionsverlauf 
unterliegt das Enaminol einer Tautomerisierung zum α-Aminoketon, welches schließlich 
durch intramolekulare Addition unter Wasserabspaltung zum 2(1H)-Pyrazinon-Peptid 
zyklisiert (vgl. Abb. 2.3-3) (Van Chuyen et al., 1973b). Durch den intramolekularen 
Additionsschritt im Reaktionsmechanismus wird deutlich, dass die Bildung der 2(1H)-
Pyrazinonstrukturen nur aus Peptiden oder Proteinen strukturell möglich ist. Liegen dagegen 
freie Aminosäuren im System vor, ist die Entstehung von Pyrazinen zu beobachten (Izzo & 
Ho, 1992). So besteht unter lebensmitteltechnologischen Reaktionsbedingungen (pH = 5,0; 
ϑ = 100 °C; 1 h) die Möglichkeit, dass die entstandenen Pyrazinon-Peptide vom C-Terminus 
aus bis zum Pyrazinon-Dipeptid hydrolysiert werden. Die freigesetzten Aminosäuren des 
Ausgangspeptides können so nach erneuter Reaktion mit Glyoxal zum Streckeraldehyd und 
α-Aminoketon, einem Pyrazinprecursor, abgebaut werden (Van Chuyen et al., 1973b).  
Im Autoklaven (pH = 5,4; ϑ = 180 °C; 2 h) wurde von Izzo und Ho zusätzlich eine 
Decarboxylierung des Pyrazinon-Dipeptids zum N1-Alkyl-Pyrazinon beobachtet (vgl. 
Abb. 2.3-3). Solch erzeugte N1-Alkyl-Pyrazinone zeichneten sich neben ihren gelb-braunen 
Farbnuancen vor allem durch einzigartige Röstaromen aus (Izzo & Ho, 1992). Auch Chuyen 
et al. beschrieben in Modellansätzen neben der typischen Farbbildung einen Einfluss auf das 
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Aroma und den Geschmack. So konnten sie zeigen, dass sich der bittere Geschmack 
bestimmter Ausgangspeptide durch die Derivatisierung zu astringierend, säuerlich und mild 
änderte (Van Chuyen et al., 1973a). Diese Tatsache könnte nach Van Chuyen für prozessierte 
peptidhaltige Lebensmittel wie Sojaprodukte von großer Bedeutung sein. Aufgrund ihrer 
vielfältigen Geschmacks- und Aromenprofile könnten synthetisch hergestellte Pyrazinone so 
als völlig neuartige Zusatzstoffe in der Lebensmittelindustrie Anwendung finden. So existiert 
bereits ein Patent indem Pyrazinone als Bestandteile von künstlichen Zigarettenaromen 
Anwendung finden (Shu & Lawrence, 1999). 
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Abb. 2.3-3: Mechanismus der Pyrazinonbildung unter lebensmitteltechnologischen Bedingungen aus (Van 
Chuyen et al., 1973a, 1973b), modifiziert 
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Neben Glyoxal steht jedoch auch Methylglyoxal als möglicher Precursor für die 
Pyrazinonbildung zur Verfügung. In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob sich die 
vom Methylglyoxal stammende Methylgruppe an Position 5 oder 6 am resultierenden 2(1H)-
Pyrazinonring befindet. Dafür erhitzen Ho et al. eine wässrige Glycylglycin-Lösung mit 
Methylglyoxal (2 h; 180 °C; pH = 4-5) und postulierten das 1,6-Dimethyl-2(1H)-Pyrazinon 
als Reaktionsprodukt (Ho et al., 1992). Zum gleichen Ergebnis kamen Keyhani und Yaylayan, 
als sie die Produkte der äquimolare Ansätze (200 °C; 20 s) von 13C und 15N-makierten 
Glycin/Glucosemixturen mittel GC-MS analysierten (Keyhani & Yaylayan, 1996). Aus 
sterischen Gründen nahmen beide Arbeitsgruppen die Stellung der Methylgruppe an Position 
6 am Pyrazinongrundgerüst an. Für diese These spricht neben den sterischen Effekten auch 
die höhere Carbonylaktivität der Aldehydgruppe. Es wäre jedoch denkbar, dass die 
Aldehydgruppe in wässrigen Lösungen hydratisiert vorliegt. Die Carbonylaktivität der 
hydratisierten Gruppe wäre nun gegenüber der Ketofunktion erniedrigt, so dass eher ein 
Angriff der primären Aminofunktion an die Ketogruppe zu erwarten wäre (Thornalley, 1996). 
Zur eindeutigen Aufklärung dieser Diskrepanz inkubierten Krause et al. das Tripeptid 
GlyAlaPhe mit Methylglyoxal (37 °C, pH = 7,4) und analysierten die Struktur des 
Reaktionsproduktes mit Hilfe der NMR-Spektroskopie. Im resultierenden HMBC-Spektrum 
wurde nur eine Kopplung des Methinprotons von Alanin zum C6, nicht jedoch zum C5-Atom 
festgestellt. Zudem konnte eindeutig die Kopplung der Protonen der Methylgruppe mit C5 
und C6 des Pyrazinonringes bestätigt werden. Folglich ist die aus dem Methylglyoxal 
resultierende Methylgruppe eindeutig an der Stelle 5 positioniert, was die These eines 
Angriffs der primären Aminofunktion an die Ketogruppe unterstützt (vgl. Abb. 2.3-3). Da 
keine Isomere des Hauptproduktes gefunden wurden, ist anzunehmen, dass die 
Pyrazinonbildung im hohen Maße regioselektiv ist (Krause et al., 2004). Der von den beiden 
Arbeitsgruppen um Keyhani und Yaylayan sowie Ho et al. noch angenommene sterische 
Einfluss der Methylgruppe spielt nach diesen neueren Untersuchungen also nur eine 
untergeordnete Rolle.  
Interessanterweise konnten Krause et al. in weiteren Experimenten zeigen, dass die 2(1H)-
Pyrazinonstrukturen neben ihrem typischen UV-Maximum bei 320 nm auch 
Fluoreszenzeigenschaften (λex = 330 nm; λem = 395 nm) aufwiesen (Krause et al., 2004). Bei 
den untersuchten Methylglyoxal-2(1H)-Pyrazinonen konnte ferner eine leichte 
Rotverschiebung in den UV- (λmax = 330 nm) und Fluoreszenzmaxima (λex = 340 nm; 
λem = 410 nm) beobachtet werden. Somit besteht die Möglichkeit, diese charakteristischen 
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Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften zur gezielten Analytik der 2(1H)-Pyrazinone in 
Lebensmitteln heranzuziehen. Dabei rücken prozessierte Lebensmittel wie Cornflakes und 
Sojaprodukte, die bereits durch ihre „Maillard-spezifische“ Fluoreszenz (λex = 320-340 nm; 
λem = 400-440 nm) Beachtung fanden (Birlouez-Aragon et al., 2001), in das analytische 
Interesse. Es wäre denkbar, dass ein Teil der beobachteten Fluoreszenz auch auf die Existenz 
von Pyrazinonverbindungen zurückzuführen ist.  
Besonderes Augenmerk sollte man auch auf mit Basen oder Alkalisalzen behandelte 
Lebensmittel wie Laugengebäck oder Schmelzkäse legen. Da bei Modellversuchen zwischen 
pH-Werten von 9 und 10 die größten Umsätze zum Pyrazinon dokumentiert wurden, wäre 
gerade in diesen Lebensmitteln mit messbaren Gehalten zu rechnen. Bei höheren pH-Werten 
(pH > 10) war dagegen ein Rückgang in der Bildung zu beobachten, was durch eine 
Disproportionierung des Glyoxals zu Hydroxyessigsäure und Glyoxylsäure bei hohen pH-
Werten zu erklären ist. Dagegen war bei niedrigen pH-Werten (pH < 6) keine Reaktion des 
Peptides mit Glyoxal erkennbar (Krause, 2005).  
Für eine mögliche Analytik der Pyrazinone in Lebensmitteln müssten die Strukturen zunächst 
aus dem Proteinverband der Matrix abgetrennt werden. Dazu wäre eine enzymatische oder 
saure Hydrolyse denkbar. Krause untersuchte zur Klärung dieses Sachverhaltes das Verhalten 
des Glyoxal-GlyAlaPhe-Pyrazinons (N-[2-(2-Oxo-2H-pyrazin-1-yl)-propyl]-phenylalanin) 
unter den Bedingungen der sauren Hydrolyse. Er beobachtete einen Abbau des Pyrazinon-
Tripeptides zum Pyrazinon-Dipeptid und eine anschließende Decarboxylierung zum N1-
Alkylpyrazinon mit zunehmender Hydrolysedauer (16-48 h, 110 °C, 6 N Salzsäure) (Krause, 
2005). Da der Pyrazinonring jedoch trotz Abbau erhalten bleibt, ist eine Analyse der 
Pyrazinone aus der Lebensmittelmatrix durch saure Hydrolyse generell möglich. 
Aufgrund der Ergebnisse dieser Modellversuche, bleibt die Untersuchung zur Bildung von 
2(1H)-Pyrazinonstrukturen in Lebensmitteln Schwerpunkt weiterer Untersuchungen.  
 
 
2.3.2 Aufnahme und Metabolisierung von AGEs 
 
Durch die Identifizierung und Quantifizierung der AGEs in Lebensmitteln stellte sich die 
Frage, in welchem Umfang die AGEs mit der täglichen Nahrung zugeführt, in den Körper 
aufgenommen und schließlich metabolisiert werden. An Prägnanz gewinnt diese 
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Fragestellung durch die Tatsache, dass einige AGEs wie z.B. das Pyrralin in Verdacht, stehen 
kanzerogene und mutagene Eigenschaften zu besitzen (Shinohara et al., 1983).  
Dass der tägliche Verzehr von Maillard-Produkten nicht unerheblich ist, zeigten Henle & 
Miyata (2003) in einer vorsichtigen Schätzung. Geht man demzufolge von einem 
durchschnittlichen Verzehr von einem Liter Milch, 500 g Backwaren und 400 ml Kaffee pro 
Kopf aus, so nimmt man täglich 500 bis 1200 mg Amadori-Produkte und 25 bis 75 mg AGEs 
zu sich (Henle & Miyata, 2003). 
Amadori-Produkte werden nur zu einem sehr geringen Anteil von < 3 % in den Körper 
aufgenommen und metabolisiert (vgl. Abschnitt 2.2.2). Βlieb zu klären, ob dies auch auf die 
Produkte der fortgeschrittenen Phase übertragbar ist. So untersuchten Förster et al. in einer 
humanen Interventionsstudie die Aufnahme von Pyrralin, CML und Pentosidin neben dem 
Amadori-Produkt Fructoselysin. Interessanter Weise wurde CML nur in Mengen von weniger 
als 1 % im Urin wiedergefunden. Das lässt auf eine fehlende oder geringe proteolytische 
Freisetzung und/oder Metabolisierung schließen. Das Problem der Verdaubarkeit zeigte sich 
auch beim Pentosidin. Während das freie Derivat vollständig über den Urin ausgeschieden 
wurde, konnte das proteingebundene Analog nur zu ca. 2 % wiedergefunden werden. Eine 
hohe Resorption zeigt dagegen Pyrralin, welches eine renale Exkretion von 60 - 100 % 
aufwies. Da das Pyrralin jedoch unmetabolisiert über den Urin ausgeschieden wird, steht es 
wahrscheinlich nur in einem geringen Umfang für mögliche pathophysiologische Prozesse im 
Körper zu Verfügung (Förster et al., 2005).  
Aufgrund des individuellen metabolischen Transits der einzelnen AGEs ist es schwer eine 
allgemeine Aussage zu treffen. Anhand der Aufnahmemengen und der Ergebnisse der Studie 
kann man jedoch davon ausgehen, dass das alimentäre Gefahrenpotential als gering 
einzuschätzen ist. 
 
 
2.3.3 Zur Bedeutung der fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion in vivo 
 
Lag vor einigen Jahren noch die Bildung von AGEs in Lebensmitteln im Mittelpunkt des 
Interesses, entwickelte sich in letzter Zeit ein regelrechter Boom bei der AGE-Forschung in 
vivo. Ursache dieses Trends ist die Diskussion um einen möglichen Zusammenhang der AGE-
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Bildung und das Auftreten von Krankheiten und Spätkomplikationen wie Diabetes Mellitus 
und Urämie. 
Der Hauptteil der im Körper existenten AGEs wird endogen gebildet, nur schätzungsweise 
10 % sind exogenen Ursprungs. Die Bildung in vivo findet kontinuierlich statt und ist Teil des 
normalen Alterungsprozesses. Betroffen sind vor allem Proteine mit einer langen 
Halbwertzeit, da die fortgeschrittene Phase im menschlichen Körper im Vergleich zur frühen 
Phase der Maillard-Reaktion über einen Zeitraum von mehreren Wochen bis Monaten 
verläuft. Die Ursache liegt in den milden physiologischen Bedingungen (pH = 7,4; 37 °C) 
gegenüber den teils drastischen Bedingungen während der Lebensmittelherstellung. Diese 
Gegebenheit hat auch Einfluss auf die Bildung der α-Dicarbonylverbindungen als reaktive 
Schlüsselkomponenten in vivo. 
 
 
2.3.3.1 Bildung von α-Dicarbonylverbindungen in vivo 
 
In vivo sind langkettige α-Dicarbonylverbindungen wie 3-DG und N6-(2,3-Dihydroxy-5,6-
dioxohexyl)-L-lysinat) und kurzkettige wie Glyoxal und Methylglyoxal für die 
posttranslationale Proteinmodifizierung von Bedeutung.  
Das 3-DG geht aus dem Abbau der Schiff’schen Base, aus dem direkten Zuckerabbau oder 
aus der enzymatischen Deglykierung (vgl. Abschnitt 2.2.3.2) hervor (Thornalley et al., 
1999b). Der 3-DG-Serumspiegel gesunder Probanden lag bei 199 nM und erhöhte sich auf 
353 nM bei Patienten mit Diabetes mellitus (Hitomi et al., 2003).  
Im Gegensatz zum 3-DG ist das N6-(2,3-Dihydroxy-5,6-dioxohexyl)-L-lysinat) ein 
Desoxyoson, welches über ε-Aminogruppe des Lysins im Protein gebunden ist (Biemel et al., 
2002). Die Bildung des proteingebundenen Desoxyosons ist analog dem 3-DG durch den 
Abbau der Schiff’schen Base an den Lysinseitenketten im Proteinverband denkbar. Ein 
Quantifizierung in vivo steht zwar bisher noch aus, Glucosepan konnte aber als direktes AGE-
Folgeprodukt des Desoxyosons dokumentiert werden (Biemel et al., 2002). 
Auch bei Glyoxal entsteht die höchste Konzentration in vivo während des Abbaus der 
Schiff’schen Base (Glomb & Monnier, 1995a). Eine weitere Quelle ist die Autoxidation von 
Glucose (Glomb & Monnier, 1995a) und die Lipidperoxidation ungesättigter Fettsäuren 
2 Theoretischer Teil 
- 34 - 
(Fu et al., 1996). Nur geringe Mengen an Glyoxal werden dagegen beim enzymatischen 
Abbau (Myeloperoxidase) von Serin freigesetzt (Anderson et al., 1997).  
Methylglyoxal wird in vivo primär beim enzymatischen Abbau von Triosephosphaten, als 
Nebenprodukt bei der Oxidation von Hydroxyacteon (Aceton-Metabolismus) (Koop & 
Casazza, 1985) und bei der Desaminierung von Aminoaceton im Threonin-Metabolismus 
gebildet (Thornalley et al., 1999b).  
Nach Agalou und Lapolla liegen die Mengen an Glyoxal und Methylglyoxal in Plasma von 
gesunden Probanden bei 0,2-0,3 µM und steigen bei schlecht eingestellten Diabetikern bzw. 
Urämikern bis auf 0,4 µM bzw. 0,8 µM an (Agalou et al., 2002; Lapolla et al., 2003). Etwas 
höhere Werte für Glyoxal und Methylglyoxal dokumentierten Odani et al. bei ihren Studien 
von Patienten mit chronischer renaler Dysfunktion (4 µM) gegenüber gesunder Testpersonen 
(1 µM) (Odani et al., 1999). 
Die Gehalte an den toxischen α-Dicarbonylverbindungen in vivo liegen um drei 
Größenordnungen unter dem Gehalt der Blutglucose (4-5 mM). Ein Grund ist vermutlich die 
sehr hohe Reaktivität der Verbindungen und die damit verbundene schnelle Bildung von 
Folgeprodukten (Sady et al., 2000). So liegen nur ca. 10 % des Glyoxals in der freien Form 
vor. Der größte Anteil ist reversibel an den Cystein-, Lysin- und Argininseitenketten 
gebunden. Zudem erfolgt eine rasche Detoxifizierung durch hoch effiziente Enzymsysteme 
wie das Glyoxalase-System (Thornalley, 1995).  
Ein solcher Detoxifizierungsmechanismus wie für 3-DG, Glyoxal und Methylglyoxal ist für 
das proteingebundene N6-(2,3-Dihydroxy-5,6-dioxohexyl)-L-lysinat) bisher nicht bekannt. 
Vermutlich ist es deshalb auch neben den kurzkettigen α-Dicarbonylverbindungen primär 
signifikant für Quervernetzungsreaktion in vivo. 
 
 
2.3.3.2 Bildung von AGEs an humanen Proteinen 
 
Eine große Anzahl der strukturähnlichen AGEs fluoreszieren aufgrund ihres konjugierten 
Systems bei den spezifischen Wellenlängen von λex = 350-370 nm und λem = 430-450 nm. 
Diese Eigenschaft wird deshalb oft als Summenparameter für das Ausmaß der 
fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion in vivo herangezogen. So konnte von 
Kalousova et al. eine leicht signifikante Erhöhnung der spezifischen Fluoreszenz im Serum 
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bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ II gegenüber den Kontrollproben gemessen werden 
(Kalousova et al., 2002). Noch deutlicher war dieser Effekt bei Patienten mit proliferativer 
diabetischer Retinopathie. Dabei lag die korneale Autofluoreszenz der gesunden Probanden 
bei 6,9 AU und stieg bei erkrankten Personen auf 11,9 AU (Sato et al., 2001).  
Die exakten Strukturen, die hinter der gemessenen Fluoreszenz stehen, können jedoch nur 
vermutet werden. Ein Anteil der Fluoreszenz könnte auf Pentosidin zurückzuführen sein, 
welches in der Kornea von Diabetikern in erhöhten Mengen quantifiziert wurde und mit der 
Collagen-gebundenen Fluoreszenz direkt korrelierte (Sady et al., 1995). In einem zur 
Pentosidin-Quervernetzung viel größeren Umfang findet die Bildung des monovalenten 
Argpyrimidins in vivo statt. Wilker et al. fanden bis zu 3-fach höhere Gehalte an 
Argpyrimidin (9,3 vs. 4,4 pmol/mg Protein) im Serum von Patienten mit Diabetes mellitus im 
Vergleich zu gesunden Probanden. Auch in Linsen von Patienten mit grauem Star (Katarakt) 
wurden im Vergleich zu Probanden ohne Katarakt-Symptome bis zu 7-fach höhere Mengen 
an der monovalenten AGE-Struktur gefunden. Damit lagen die analysierten Arpyrimidin-
Gehalte um Faktor 10-25 über den ebenfalls bestimmten Pentosidin-Werten (Wilker et al., 
2001). 
Neben Pentosidin und Argpyrimidin, die auch bei der Derivatisierung von Lebensmitteln eine 
entscheidende Rolle spielen (vgl. Abb. 2.3-2), gelang Biemel et al. die Identifizierung und 
Quantifizierung von Glucosepan, welches bisher nur in vivo dokumentiert wurde. Das Cross-
link entsteht durch den Abbau von N6-(2,3-Dihydroxy-5,6-dioxohexyl)-L-lysinat) über die 
Bildung eines intramolekularen Aldimins, welches schließlich mit einer Argininseitenkette 
kondensiert (vgl. Abb. 2.3-4). Im Vergleich zu anderen bekannten Cross-links wie MOLD, 
GOLD oder GODIC, MODIC und DODIC, ist Glucosepan nach Biemel et al. das 
Hauptquervernetzungsprodukt in vivo. Es konnte im Serum von Diabetikern in Gehalten von 
zu 42,3 pmol/mg Protein bestimmt werden. Noch deutlich höhere Werte wurden in der 
wasserunlöslichen Fraktion des Linsenproteins von Patienten mit grauem Star analysiert. Dort 
lagen die Mengen an Glucosepan mit durchschnittlich 207 pmol/mg leicht über den Gehalten 
von 177 pmol/mg bei gesunden Vergleichspersonen. Die vergleichsweise hohen Mengen an 
Glucosepan werden von Biemel et al. durch das fehlende Enzymsystem zum Abbau des 
proteingebundenen Precursors in vivo erklärt (vgl. Abschnitt 2.3.3.1) (Biemel et al., 2002). 
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Abb. 2.3-4: Bildungsmechanismus des Glucosepan in vivo, modifiziert aus (Biemel et al., 2002) 
 
Schon sehr früh wurden die Glykierungsreaktionen am Hämoglobin im Zuge der frühen Phase 
der Maillard-Reaktion in der Literatur beschrieben (vgl. Abschnitt 2.2.3). So war es zu 
erwarten, dass auch die Amadori-Produkte am Hämoglobin durch die fortgeschrittene Phase 
in vivo fortreagieren. Tatsächlich konnten die entsprechenden Carboxymethyl-Derivate 
sowohl am N-Terminus der β-Kette (Cai & Hurst, 1999) als auch an den Lysinseitenketten 
(Iwamoto et al., 2001) des Hämoglobins in vivo identifiziert werden, wobei Lys-66 der 
β-Kette bevorzugt reagierte. Bei gesunden Probanden lagen die Gehalte an 
Carboxymethylvalin bei 14 pmol/mg Protein (Cai & Hurst, 1999). Die Gehalte an Nε-
Carboxymethyllysin dagegen befanden sich mit 525 vs. 778 pmol/mg Protein bei gesunden 
bzw. diabetischen Personen auf einem deutlich höheren Level. Das entspricht einer 
ungefähren Proteinmodifizierung von 3,4 % bzw. 5,0 %, wenn man eine Derivatisierung an 
nur einer der beiden β-Ketten im Hämoglobin-Tetramer berücksichtigt (Iwamoto et al., 2001). 
Da die Bildung der CML-Precursoren an den Seitenketten im Gegensatz zu der N-terminalen 
Amadori-Produktbildung durch die Fructosamin-3-kinaseaktivität beeinflusst wird, ist das 
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Carboxymethylvalin jedoch eher als Biomarker für diabetische und altersabhängige 
Komplikationen geeignet.  
Die Quantifizierung von Carboxymethylvalin und des Amadori-Produktes am N-Terminus 
des humanen Hämoglobins zeigt deutlich, dass neben der Anzahl an freien 
Derivatisierungsstellen auch die räumliche Zugänglichkeit am intakten Protein von 
elementarer Bedeutung für die Selektivität und das Ausmaß der posttranslationalen 
Modifizierung ist. So ist anzunehmen, dass in vivo analog dem Carboxymethylvalin auch die 
Reaktion von Glyoxal oder Methylglyoxal mit dem N-Terminus von humanen Proteinen zu 
Pyrazinonstrukturen stattfindet. 
 
 
2.3.3.3 Bildung von N-terminalen 2(1H)-Pyrazinonen unter physiologischen 
Bedingungen 
 
Dass die Reaktion von α-Dicarbonylverbindungen mit Peptiden oder Proteinen auch im 
physiologischen Medium zur spezifischen 2(1H)-Pyrazinonbildung führt, zeigten Krause et 
al., (2004). Dabei konnte bei pH = 7,4 und 37 °C die Bildung von Glyoxal- und 
Methylgloxal-Pyrazinonpeptiden in PBS-Pufferlösungen (10 mM PBS) dokumentiert werden. 
Ein Abbau zum Dipeptid-Pyrazinon oder Streckeraldehyd wie unter 
lebensmitteltechnologischen Bedingungen beschrieben, wurde dagegen wie erwartet in dem 
gewählten milden Rahmen nicht beobachtet (Krause et al., 2004). Interessanter Weise konnte 
von Krause et al. eine nahezu identische Reaktivität des N-Terminus von dem Tripeptid Gly-
Ala-Phe und Nα-Hippurylarginin gegenüber Glyoxal und Methylglyoxal festgestellt werden. 
Nα-Hippuryllysin zeigte unter physiologischen Bedingungen sogar keine Reaktion. Somit 
sollte der N-Terminus auch im Vergleich zu den quantitativ überwiegenden, aber oft 
strukturell nicht verfügbaren Seitenketten als potentieller Angriffsort bei Körperproteinen 
dienen (Krause et al., 2004).  
Der Nachweis der Pyrazinonbildung am Protein gelang Krause et al. in weiterführenden 
Inkubationen von bovinem Insulin mit Glyoxal. Es gelang sowohl die Detektion am intakten 
Protein als auch die Identifizierung der 2(1H)-Pyrazinonstrukturen an der A- und B-Kette des 
Insulins nach Separierung der Ketten und anschließender enzymatischer Hydrolyse. Dabei 
wurde eine 3-fach stärkere Derivatisierung an der B-Kette festgestellt (Krause et al., 2004). 
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Weitere Glyoxal-Modifizierungen an potentiellen Reaktionsorten der Seitenkette des Insulins 
(Arg-B22, Lys-B29) konnten dagegen nicht nachgewiesen werden. Da Arginin bei den 
vorangegangenen Modellversuchen unter den gewählten Bedingungen noch eine hinreichende 
Reaktivität gegenüber Glyoxal zeigte, muss die Ursache der fehlenden Modifizierung am 
Insulin in der schlechten Zugänglichkeit der Guanidinogruppe liegen. Krause vermutete 
zudem die Bildung einer intramolekularen Salzbrücke zwischen der funktionellen Gruppe des 
Arginins und der C-terminalen Carboxylat-Gruppe von Asn-A22, was die Nucleophilie der 
Guanidinogruppe deutlich herabsetzen sollte (Krause, 2005). 
Nach der sauren Hydrolyse des Pyrazinon-modifizierten Insulins konnte zudem die N1-Alkyl-
2(1H)-Pyrazinonstruktur der B-Kette nachgewiesen werden. Der saure Aufschluss der 
Pyrazinonstrukturen aus dem Proteinverband ist demzufolge ein geeigneter Ansatz für 
Pyrazinon-Analytik. 
Aufgrund dieser Ergebnisse ist eine Pyrazinonbildung an humanen Proteinen prinzipiell 
denkbar und bei Patienten, die aufgrund ihrer Erkrankung einen erhöhten 
α-Dicarbonylspiegel im Blut haben, auch zu erwarten. Eine mögliche Derivatisierung durch 
Pyrazinonstrukturen in vivo könnte so die Funktion und Aktivität von biologisch aktiven 
Proteinen beeinflussen. So ist die Pyrazinonstruktur als Bestandteil zahlreicher künstlich 
entwickelter Peptidmimetika wie z.B. L-375,378 bekannt für ihre opioide und 
antithrombotische Wirkung (Sanderson, 1999). Ähnlich den Thrombin-Inhibitoren wäre auch 
bei den Maillard-Reaktions-bedingten 2(1H)-Pyrazinonstrukturen eine umfangreiche 
Metabolisierung durch Hydroxylierungsreaktionen am Ring oder den Methylgruppen zu 
erwarten. Die hydroxylierten Produkte wären nun in der Lage mit Glutathion zu konjugieren 
oder kovalent an Plasmaproteine zu binden. In Folge der metabolischen Aktivierung könnte 
jedoch auch eine Ringöffnung mit anschließender Umlagerung zur Bildung von Imidazol-
Derivaten oder nicht-cyclischen Produkten führen (Riffel et al., 2000; Singh et al., 2003). 
 
 
2.3.3.4 AGEs - ein Kriterium bei Erkrankungen wie Diabetes mellitus und Urämie  
 
Im zunehmenden Maße wird die AGE-Bildung und Akkumulation in vivo mit der Entstehung 
und dem Verlauf von Krankheiten wie Diabetes Mellitus und Urämie in Zusammenhang 
gebracht. Während die Ursache von Diabetes Mellitus Typ II vor allem auf die Fettleibigkeit 
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und die damit zusammenhängende Insulinresistenz zurückzuführen ist, werden die AGEs mit 
dem zeitlich verfrühten Auftreten von Komplikationen im Fortschreiten der Krankheit 
diskutiert. So wurde ein Akkumulation von AGEs in Geweben und Organen dokumentiert, 
die mit chronischen Komplikationen wie Retinopathie, Nephropathie, Neuropathie und 
Gefäßerkrankungen wie Atherosklerose verbunden sind (Jakus & Rietbrock, 2004).  
Nach Jakus & Rietbrock gibt es drei Argumente für eine Verknüpfung von AGEs mit 
mikrovaskulären Komplikationen. Zunächst wurde in der Literatur ein Zusammenhang 
zwischen der Akkumulation von AGEs und der Schwere von mikrovaskulären 
Komplikationen sowohl bei diabetischen Tieren als auch bei männlichen humanen Probanden 
beschrieben. Daneben wurde die Entstehung von mikrovaskulären Erkrankungen auch bei 
nicht-diabetischen Ratten nach Injektion von AGE-modifizierten Serumalbumin der Ratte im 
Vergleich nach Injektion von unmodifizierten Serumalbumin beobachte. Ein dritter wichtiger 
Punkt ist die Tatsache, dass durch die Gabe von bekannten AGE-Inhibitoren wie 
Aminoguanidin und Pyridoxamin auch das Auftreten von mikrovaskulären Komplikationen 
verhindert werden konnte (Vlassara et al., 1994; Jakus & Rietbrock, 2004). 
Über die genauen Wirkweisen der AGEs auf die Ausbildung von krankheitsbedingten 
Komplikationen konnte bis jetzt jedoch nur spekuliert werden. Denkbar wäre es z.B., dass die 
AGE-modifizierten Proteine die Bindung von Heparansulfat an die extrazelluläre Matrix 
beeinträchtigen und so die kapillare Permeabilität erhöhen. Die kapillare Permeabilität gilt 
neben der Vasodilatation und einem erhöhten Blutfluss als Anzeichen einer frühen 
diabetischen Mikroangiopathie (Jakus & Rietbrock, 2004). Aufgrund dieser Tatsachen war 
man bestrebt, durch geeignete Therapien gezielten Einfluss auf die AGE-Akkumulation in 
Geweben zu nehmen, um so das Auftreten von Komplikationen zu vermeiden. Da bislang 
keine Enzymsysteme für die Spaltung von gebundenen AGEs in vivo entdeckt wurden, 
vermutete man, dass Rezeptorsysteme existieren mussten, die AGE-Produkte gezielt aus dem 
Gewebe entfernen können. So wurde der Rezeptor RAGE (Rezeptor für AGE) in vivo 
identifiziert, der im Zusammenhang der AGE-Akkumulation in Geweben und mögliche 
pathologische Konsequenzen eine wichtige Rolle zu spielen scheint (Neeper et al., 1992).  
RAGE gehört zur Gruppe der Immunglobinsuperfamilie und kann sowohl auf Endothelzellen 
als auch auf monomolekularen Zellen wie Monozyten und Makrophagen lokalisiert sein. Das 
35 kDa große Protein ist ein Multiligandrezeptor, der neben proteingebundenen AGEs wie 
CML und löslichen AGEs (sAGE) auch β-Aminofibrillen, proinflammatorische Zytokine und 
Amphoterin bindet, wodurch intrazellulärer Stress ausgelöst wird. Die Interaktion zwischen 
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AGE und Rezeptor führt zur zunächst zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), 
welche den ROS-sensitiven Transkriptionsfaktor NF-κB anregen. Während andere 
Rezeptoren den Transkriptionsfaktor NF-κB nur für einige Stunden aktivieren, können 
Liganden, die an RAGE binden, dies für Wochen tun. Die resultierende 
Transkriptionsstimulation führt zur vermehrten Genexpression für inflammatorische 
Zytokine, Wachstumsfaktoren und Adhäsionsmoleküle.  
 
Entstehung von ROS
Bildung von NF-κB angeregt
Endothelzellen Makrophagen
gebundene AGEs
sAGEs
RAGE
Transkriptionsstimulation
Sekretion von IL-1
Sekretion von TNFα
sRAGE
RAGE
 
Abb. 2.3-5: Interaktion der AGEs mit den Rezeptor RAGE (RAGE = Rezeptor für AGEs) bzw. sRAGE und die 
Auslösung einer Signalkaskade aus (Gugliucci, 2007), modifiziert 
 
Analog dazu führt die Interaktion mit dem Makrophagen-lokalisierten RAGE zur erhöhten 
Produktion von Interleukin-1 (IL-1) und TNF-α (tumor necrosis factor alpha), so dass die 
glomeruläre Synthese von Typ IV Collagen steigt und die Proliferation von arteriellen glatten 
Muskelzellen und Makrophagen stimuliert wird. (vgl. Abb. 2.3-5) (Bierhaus et al., 1998). 
Der AGE-Spiegel im Körper wird durch die kinetische Balance von zwei gegensätzlichen 
Prozessen reflektiert: der AGE-Bildungsrate und der Bindungsrate der AGEs an RAGE-
Rezeptoren. So korreliert interessanter Weise die AGE-Akkumulation im Gewebe mit dem 
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Vorhandensein von RAGE-Rezeptoren. Dieser Zusammenhang wird in Abb. 2.3-6 deutlich, 
wonach nur bei den erkrankten Probanden eine deutliche AGE- und RAGE-Immunreaktion in 
den renalen Arteriengefäßen zu beobachten ist. Die Ursache liegt in einer erhöhten Expression 
von RAGE in arteriellen sowie glomerulären Endothelzellen und glatten Muskelzellen im 
Verlauf von Nierenerkrankungen, während bei gesunden Probanden dies nicht beobachtet 
werden konnte (Abel et al., 1995; Schmidt, 1998). Es wäre denkbar, dass die AGEs die 
RAGE-Expression im Sinne einer positiven Rückkopplung stimulieren.  
 
 
Abb. 2.3-6: Immunfärbung nach Sektion des renalen Arteriengefäßes bei Patienten mit Diabetes Mellitus: (A) 
RAGE- (B) AGE-Epitope bzw. bei gesunden Probanden (C) RAGE- (D) AGE-Epitope; Graphik übernommen 
aus Schmidt (1998) 
 
Die Interaktion von AGEs mit ihren Rezeptoren stellt jedoch gleichzeitig auch eine neue 
Herangehensweise dar, mögliche AGE-abhängige vaskuläre Komplikationen zu verhindern. 
So hat sich gezeigt, dass AGEs auch an den löslichen extramembranösen Anteil von RAGE 
binden. „Soluble RAGEs“ (s-RAGEs) könnten so als kompetitive Inhibitoren zur originären 
AGE-RAGE-Interaktion fungieren, indem sie zwar als Substrat für RAGE dienen, jedoch 
nicht in der Lage sind die Signalkaskade auszulösen (vgl. Abb. 2.3-5). Tatsächlich konnte 
durch die Gabe von sRAGE an diabetischen Mäusen die Wundheilung verbessert (Goova et 
al., 2001) und ein Fortschreiten der Atherosklerose in diabetischen Apolipoprotein Knock-out 
Mäusen verhindert werden (Bucciarelli, 2002). Dass auch eine Assoziation von sRAGE mit 
humanen Erkrankungen möglich ist zeigten die Arbeiten von Emanuele et al. und Falcone et 
al.. Sie bestimmten Serumgehalte an sRAGE bei Patienten mit Alzheimer (229-879 pg/ml vs. 
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911-1800 pg/ml) (Emanuele et al., 2005) oder koronaren arteriellen Erkrankungen 
(658-1372 pg/ml vs. 936-1954 pg/ml) (Falcone et al., 2005), die gegenüber gesunden 
Probanden signifikant erniedrigt waren.  
Die dargestellten Prozesse machen deutlich, dass vermutlich ein Zusammenhang zwischen 
dem AGE-Spiegel und dem Auftreten von Komplikationen im Krankheitsverlauf existiert. 
Welche AGE-Strukturen jedoch genau in den Verlauf impliziert sind ist noch weitgehend 
unklar. So könnten auch die noch wenig erforschten N-terminalen posttranslationalen 
Modifizierungen wie z.B. die Pyrazinonstrukturen als Markersubstanzen für die 
fortgeschrittene Phase der Maillard-Reaktion im Verlauf der diabetischen Erkrankung dienen.  
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3 Experimenteller Teil 
3.1 Chemikalien, biologische Proben, Materialen und Geräte 
3.1.1 Chemikalien 
 
Verwendete Chemikalien unter Angabe von Bestellnummer, Reinheit und Hersteller, soweit 
im Text nicht anders vermerkt: 
 
Acetonitril, chromasolv gradietn garde, 34851, Riedel-de Haen, Seelze 
Ameisensäure, 98-100 %, 33015, Riedel-de Haen, Seelze 
Ammoniak 25 % p.a., Riedel-de Haen, Seelze 
Avicel® mikrokristalline Cellulose, Merck, Darmstadt 
Calciumbromid-Hydrat, Acros Organics, ew Jersey 
Citronensäure Monohydrat, p.a., 27490, Fluka, Taufkirchen 
Chloroform, p.a., 25690, Fluka, Taufkirchen 
Chloroform-d1, 99,9 Atom % D, 41,675-4, Aldrich, Taufkirchen 
Coffein wasserfrei 99,9%, Merck KGaA, Darmstadt 
Dimethylsulfoxid-d6, 99,5+ Atom % D, 17,594-3, Aldrich, Taufkirchen 
Essigsäure, p.a., 33209, Riedel-de Haen, Seelze 
Ethanol, absolut, denaturiert, > 96 %, 028404, Fluka, Taufkirchen 
Furosin, 98,5 % (HPLC), Neosystem, Strasbourg, Frankreich 
D(+)-Glucose, wasserfrei, 49139, Fluka, Taufkirchen 
Glyoxal, 40 % in Wasser, G-3140, Sigma, Taufkirchen 
Kaliumchlorid, p.a., 60130, Fluka, Taufkirchen 
Kaliumdihydrogenphosphat, p.a., 60356, Fluka, Taufkirchen 
Lactose Monohydrat, 107660, Merck, Darmstadt 
Magnesiumnitrat-Hexahydrat, 99% z.A., Grüssing GmbH, Filsum 
Methanol, chromasolv gradient grade, 65548, Riedel-de Haen, Seelze 
Methanol-d4, 99,8+ Atom % D, 15,194-7, Aldrich, Taufkirchen 
Methanol, p.a. 65543, Fluka, Taufkirchen 
Methylglyoxal, 40 % in Wasser, M-0252, Sigma, Taufkirchen 
Methylsulfoxid, 99,7%, Acros organics, Geel, Belgien 
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Natriumchlorid, p.a., 106404, Merck, Darmstadt 
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat, z.A. 106580, Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid, z.A. 106498, Merck, Darmstadt 
Natriumsulfat, p.a. wasserfrei, 71962, Fluka, Taufkirchen 
Pentansulfonsäure Natriumsalz, für die Ionenpaarchromatographie, Chromatographiehandel  
Müller GmbH, Fridolfing 
Salzsäure, 37 % ACS, 6011, J.T.Baker, Deventer, Holland 
Stickstoff 4,0, Messer Griesheim GmbH, Krefeld  
Thymol > 99,0%, Fluka, Taufkirchen  
Trifluoressigsäureanhydrid, Fluka, Taufkirchen 
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), >99,8%, Fluka, Taufkirchen 
 
 
3.1.2 Aminosäuren, Peptide und Proteine  
 
Es wurden ausschließlich L-Aminosäuren sowie Aminosäure-Derivate und Peptide von L-
konfigurierten Aminosäuren verwendet. Verwendete Aminosäuren, Peptide und Proteine 
unter Angabe von Bestellnummer, Reinheit und Hersteller, soweit im Text nicht anders 
vermerkt. 
 
Acetyl-L-Lysin, Bachem Biochemica GmbH, Heidelberg 
N-ε-Acetyl-L-Lysin, Acros oragnics, Geel, Belgien 
N-α-Acetyl-L-Lysin, Acros oragnics, Geel, Belgien 
L-Alanin (Ala, A) Acros oragnics, Geel, Belgien 
Aminopepdidase, Roche Diagnostics GmbH 
L-Asparaginsäure(Asp, D), Acros oragnics, Geel, Belgien 
Asp-Ala-His-Ala (DAHA), Bachem, Weil am Rhein 
Gly-Ala-Phe x 1,9 H2O (GAF), Bachem, Weil am Rhein 
L-Isoleucin(Ile, I), Acros oragnics, Geel, Belgien 
L-Leucin(Leu, L), Acros oragnics, Geel, Belgien 
Leu-Gly (LG), Bachem, Bubendorf 
Leu-Gly-Gly (LGG), Bachem, Bubendorf 
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L-Lysin(Lys, K), Acros organics, Geel, Belgien 
Pepsin, Merck KGaA, Darmstadt 
Phe-Gly (FG), G-2880, Bachem, Weil am Rhein 
Phe-Gly-Gly (FGG), H-4525, Bachem, Weil am Rhein 
Pronase E (EC3.4.24.4) von Streptomyces griseus (Casein, pH = 7,4, 40 °C U/mg), Merck,  
Darmstadt 
L-Valin(Val, V), Acros oragnics, Geel, Belgien 
Val-His (VH), Bachem, Weil am Rhein 
 
 
3.1.3 Präparate 
 
Methylglyoxal-Glycylalanylphenylalanin-Pyrazinon (MGO-GAF-Pyrazinon):  
laut Elementaranalyse und NMR-Spektroskopie enthält das Präparat geringe Mengen an 
Essigsäure und Wasser (MGO-GAF-Pyrazinon x 0,13 Essigsäure x 0,5 H2O; 
Mbrutto = 346,17 g/mol, Mnetto = 329,35 g/mol). Das Präparat stammt aus der 
Dissertationsarbeit von René Krause (Krause, 2005) und wurde freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt. 
 
 
3.1.4 Lebensmittelproben 
 
Alete Pre (Lot: 334007421U 11:13), Nestlé Deutschland AG, Frankfurt 
Alete HA1 (Lot: 4328074288 11:36), Nestlé Deutschland AG, Frankfurt 
Alete HA2 (Lot: 42700742AE 16:06), Nestlé Deutschland AG, Frankfurt 
Aptamil HA1 (Lot: 222338 02521 CK 2), Milupa GmbH & Co. KG, Friedrichsdorf 
Backhefe Vital Gold, Deutsche Hefewerke GmbH, Nürnberg 
Beba HA1 (Lot: 50240742A9 22:54), Nestlé Deutschland AG, Frankfurt 
Beba HA2 (Lot: 5047074212 11:02), Nestlé Deutschland AG, Frankfurt 
Hefeteig, Bäckerei Kloppe, Dresden 
Hipp Pre (Lot: L2000-307), Hipp GmbH Co. Vertrieb KG, Pfaffenhofen 
Hipp HA1 (Lot: 10545 M165), Hipp GmbH Co. Vertrieb KG, Pfaffenhofen 
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Hipp HA2 (Lot: 20600 M165), Hipp GmbH Co. Vertrieb KG, Pfaffenhofen 
Humana Pre (Lot: EE 12C 23039648), Humana GmbH, Herford 
Laugenbrezel, EDNA-International GmbH, Wollbach 
Milasan Pre (Lot: DEWBRLK1R 06:39), Milsan GmbH, Malliß 
Nutramigen (Lot: S403958K2), Mead Johnson, Dietzenbach 
Peptamen Junior (Lot: 40210017A ACE 002-1 02:32), Nestlé Nutrition GmbH, Frankfurt 
Peptisorb (Lot: 1714), Pfrimmer Nutricia GmbH, Erlangen 
Pregomin (Lot: 2920742), Milupa GmbH & Co. KG, Friedrichsdorf 
Roggenmischteig gesäuert, Bäckerei Kloppe, Dresden 
Roggenmischbrot, Bäckerei Kloppe, Dresden 
Salzstangen Saltletts Sticks Classic, Lorenz-Bahlsen Snack World GmbH & Co. KG, Neu- 
Isenburg 
Sonnensalz, Jodsalz mit Fluorid, European Salt-Company, Bernburg 
Weißbrot, Bäckerei Kloppe, Dresden 
Weizenbackmehl Typ 550, Wurzener Nahrungsmittel GmbH, Wurzen 
 
 
3.1.5 Humane Blut- und Plasmaproben 
 
Die verwendeten Blut- und Plasmaproben wurden im Rahmen eines Kooperationsprojekt 
(Nummer des Ethikantrages: 184092006) mit der Dialysestation des Universitätsklinikums 
Dresden (Medizinische Klinik III, Nephrologie, Universitätsklinikum Dresden) zur 
Verfügung gestellt. Es wurden insgesamt 14 Proben von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 
II (41-86 Jahre; 8 weiblich, 6 männlich, HbA1c 5,1-12,1) untersucht. Davon waren 10 
Patienten zusätzlich an Urämie erkrankt und mussten sich regelmäßig einer Dialyse 
unterziehen (Dialysedauer 2-10 Jahre). Als Kontrollen wurde das Blut von 6 freiwilligen 
Probanden (Durchschnittsalter 30 Jahre, 3 weiblich, 3 männlich) zusätzlich untersucht. 
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Aufarbeitung der Blutproben 
 
Lösungen: 
HEPES-Puffer (5 mM, pH = 7,4): 119,2 mg HEPES werden in ca. 80 ml Reinstwasser  
gelöst und auf pH = 7,4 eingestellt. Anschließend wird das Volumen auf 100 ml mit 
Reinstwasser ergänzt. 
Natriumchlorid-Lösung (0,9%): 0,9 g Natriumchlorid werden in 100 ml Reinstwasser gelöst. 
 
Die Blutproben wurden in EDTA-Blutentnahmeröhrchen entnommen, um eine vorzeitige 
Gerinnung der Vollblutproben zu verhindern. Um das Plasma von den Vollblutproben 
abzutrennen, werden diese für 10 min (2000 U/min, 4 °C) in der Kälte zentrifugiert. Im 
Anschluss wird das Plasma abpipettiert (obere Phase) und bei –18 °C tiefgefroren. Nach 
Entfernung der Leukozytenschicht werden die verbleibenden Erythrozyten dreimal mit je 
1,5 ml einer 0,9%iger NaCl-Lösung gewaschen. 
Um das Hämoglobin zu gewinnen werden die Erythrozyten mit 5 mM HEPES-Puffer 
(pH = 7,4) lysiert. Dazu werden 4,5 ml HEPES-Puffer zu 1,5 ml Erythrozyten gegeben. Es 
wird leicht für meinige Minuten geschwenkt. Die bei der Lyse freigesetzten Zellbestandteile 
werden bei 4500 U/min (20 min, 4 °C) in der Zentrifuge abgetrennt. Die resultierende lysierte 
Erythrozytenlösung liegt somit 1:4 verdünnt vor. 
 
 
3.1.6 Rattenseren 
Die Rattenseren wurden in Kooperation mit dem Nierenzentrum Heidelberg (Medizinische 
Klinik I, Sektion Nephrologie, Medizinische Fakultät, Ruprecht-Karls-Universität 
Heidelberg) tiefgefroren zur Verfügung gestellt. 
 
 
3.1.7 Materialen und Hilfsmittel 
 
Liste der verwendeten Materialien und Hilfsmittel, sofern an entsprechender Stelle nicht 
detailliert beschrieben: 
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Einmal-Injektionskanülen Sterican, (0,90x40) mm und (0,8x50) mm, Braun, Melsungen 
Einmalspritzen, 1, 2 und 5 ml Braun, Melsungen 
Eppendorf-Gefäß, 1,5 und 2,0 ml, Eppendorf Nethler Hinz GmbH, Hamburg 
Hydrolyseröhrchen, 6 ml, 20 ml, Schott Glas, Mainz 
Membranfilter, ∅ 45 mm, RC 0,45 µm, regenerierte Cellulose, Carl Roth GmbH + Co.,  
Karlsruhe 
NMR-Röhrchen Schott Professional, id. 4,20 mm, Schott Glas, Mainz 
Präzisions-Küvetten aus Quarzglas Suprasil 104-QS 10 mm, Hellma Optik GmbH, Jena 
Rollranschnappdeckelgläschen (20 ml, 40 ml, 50 ml), Rettberg, Scherf 
Spritzenfilter Spartan, ∅ 13 mm, RC 0,2 µm und 0,45 µm, regenerierte Cellulose, Schleicher  
& Schuell, Dassel 
Vials, Rotilab®-Probefläschen 2 ml klar mit Septum (∅ 7 mm Silikon/Teflonbeschichtet) und  
Cap (PP), Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
 
 
3.1.8 Geräte 
 
Liste der verwendeten Geräte, sofern an entsprechender Stelle nicht detailliert beschrieben: 
 
Analysenwaage basia BP 121 S und BP 3100S, Sartorius, Göttingen 
Brutschrank ICP 400, Memmert GmbH, Schwabach 
Druckreaktor 4565M, 100 ml, Parr Instrument Company, Moline, Illinois, USA 
Exsikkator Nalgene®, Nunc GmbH & Co., KG, Wiesbaden 
Feuchtemessgerät Thermoconstanter Novasina TH200, Novasina, Schweiz 
Fluorescence Spektrophotometer f-4500, Xe-lamp, Hitachi, Japan 
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2, Christ, Osterode 
Gefriertrocknungsanlage Beta 1-8 K, Christ, Osterode 
Heizplatte mit Magnetrührwerk IKAMAG RH, Janke & Kunkel GmbH, Staufen 
Kaffeemühle SWM4, VEB Elektroinstallation, Oberlind, Sonneberg 
Kolbenhubpipetten, 2-20 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl, 1000-5000 µl, Eppendorf Nethler Hinz  
GmbH, Hamburg 
Minishaker MS 1, IKA® Labortechnik, Staufen 
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Ölbad HBR 4 digital, IKA®-Werke GmbH, Staufen 
pH-Elektrode Mettler Toledo Inlab 422, Carl Roth GmbH + Co. Karlsruhe 
pH-Messgerät, WTW pH 526, WTW GmbH, Weilheim 
Reinstwasseranlage Purelab plus purification system, USFilter, Ransbach-Baumbach 
Trockenschrank Modell 200, Memmert GmbH, Schwabach 
Trockenschrank Function Line, Heraus Instruments, Hanau 
Ultraschallbad Sonorex RK100, Bandelin electronic, Berlin 
Ultraschallbad Transsonic 460, Elma®, Singen 
UV/Visible Spektrometer, Ultrospec 1000, Pharmacia, Biotech 
Vakuumkonzentrator Savant SPD 131 DDA, Speed Vac, Thermo Savant RVT 4104, Savant,  
Farmingdale, USA 
Vakuumhydrolysegefäß, 8 ml, (10x150) mm, Pierce, Rockford, Illinois, USA 
Vakuumpumpenstand PC 8, Vakuubrand GmbH + Co.KG, Wertheim 
Vakuumrotationsverdampfer Laborata 4002, Heidolph, Schwabach 
Waage BP 3100 S max. 3100 g, d = 0,01 g, Satorius, Göttingen 
Zentrifugalverdampfer Speed Vac SPD 111V mit Universal Vacuum System Plus UVS- 
400A, Savant, Framingdale, USA 
Zentrifuge Centrifuge 5804 R, Eppendorf Nethler Hinz GmbH, Hamburg 
 
 
3.2 Analytische und präparative Methoden, Instrumente und Zubehör 
3.2.1 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
3.2.1.1 HPLC-Anlagen 
 
Merck Hitachi (Niederdruckgradienten-System) 
bestehend aus: LC Kontrolleinheit L-5000, Gradientenpumpe L-6000, UV-VIS-Detektor L-
4200, Fluoreszenz-Detektor LaChrom L-7485 (Merck Hitachi, Darmstadt), Autosampler, 
Säulenofen: Jetstream 2 Plus, Entgaser und 2x UV-Detektor K2501 (Knauer, Berlin) 
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Knauer, analytisch (Niederdruckgradienten-System) 
bestehend aus: Entgaser, Eluenten-System K1500, K1001 Pumpe mit 10 ml-Pumpenkopf, 
dynamische Mischkammer, UV-Detektor K2501, Säulenofen: Jetstream 2 Plus, Autosampler 
(Wissenschaftlicher Gerätebau, Dr. Ing. Herbert Knauer GmbH, Berlin) 
 
Knauer, präparativ (Hochdruckgradienten-System) 
bestehend aus: Entgaser, Eluenten-System K5004, 2 x K1001 Pumpe mit 50 ml-Pumpenkopf, 
dynamische Mischkammer, UV-Detektor K2501, Säulenofen: Jetstream 2 Plus 
(Wissenschaftlicher Gerätebau, Dr. Ing. Herbert Knauer GmbH, Berlin) 
 
Agilent 1100 series (Hochdruck Gradienten System) 
bestehend aus: Entgaser, binäre Pumpe, Autosampler, Säulenthermostat, UV-Detektor 
(Interface 35900 E), CLND (Stickstoffsensitiver Detektor, Antek HPLC-CLND 8060) 
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA) 
 
 
3.2.1.2 HPLC/GPC-Säulen 
 
Säule S1, Knauer (Berlin), Eurospher 100-C18 
Knauer Vertex Column, 4,6 mm x 250 mm, Eurospher 100-C18, Partikelgröße 5 µm, 
Porengröße 100 Å, mit integrierter Vorsäule, 4 mm x 5 mm, gleichen Trennmaterials 
 
Säule S2, Knauer (Berlin), Eurospher 100-C18 
Knauer Vertex Column, 3,0 mm x 250 mm, Eurospher 100-C18, Partikelgröße 5 µm, 
Porengröße 100 Å, mit integrierter Vorsäule, 3 mm x 5 mm, gleichen Trennmaterials 
 
Säule S3, Knauer (Berlin), Eurospher 100-C18 
Knauer Vertex Column, 8 mm x 250 mm, Eurospher 100-C18, Partikelgröße 10 µm, 
Porengröße 100 Å, mit integrierter Vorsäule, 10 mm x 30 mm, gleichen Trennmaterials 
 
Säule S4, Alltech (Alltech GmbH, Deerfield, Illinois, USA), C8 zur Furosinbestimmung 
Alltech Furosine dedicated column, 4,6 mm x 250 mm, C8  
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Säule S5, Superdex 75 HR 10/30 (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., USA) für die GPC 
Superdex 75 HR 10/30, Säulenmaterial Agarose/Dextran, Korngröße 13 µm, 
Säulendimension 10 x 300-310 mm, Säulenvolumen 25 ml, max. Druck 1,8 MPa, 
Trennungsbereich 3000-70000 Da 
 
Säule S6, Knauer (Berlin), Eurospher 100-C18 
Knauer Vertex Column, 16 mm x 250 mm, Eurospher 100-C18, Partikelgröße 15 µm, 
Porengröße 100 Å 
 
 
3.2.1.3 Eluentensysteme 
 
Eluentensystem E1 (Ameisensäure-Methanol-System) 
A:  0,1 % Ameisensäure in Reinstwasser 
1,0 ml Ameisensäure (98-100 %) werden im Maßkolben mit Reinstwasser auf 1000 ml 
aufgefüllt, membranfiltriert und entgast. 
B:  0,1 % Ameisensäure in Methanol, chromasolv 
1,0 ml Ameisensäure (98-100 %) werden im Maßkolben mit Methanol (chromasolv) 
auf 1000 ml aufgefüllt, membranfiltriert und entgast. 
 
Eluentensystem E2 (Ameisensäure-Methanol-System) 
A:  2,0 % Ameisensäure in Reinstwasser 
20,0 ml Ameisensäure (98-100 %) werden im Maßkolben mit Reinstwasser auf 
1000 ml aufgefüllt, membranfiltriert und entgast. 
B:  2,0 % Ameisensäure in Methanol, chromasolv 
20,0 ml Ameisensäure (98-100 %) werden im Maßkolben mit Methanol (chromasolv) 
auf 1000 ml aufgefüllt, membranfiltriert und entgast. 
 
Eluentensystem E3 (Essigsäure-KCL-System) 
A:  0,4 % Essigsäure in Reinstwasser 
4,0 ml Essigsäure (100 %) werden im Maßkolben mit Reinstwasser auf 1000 ml 
aufgefüllt, membranfiltriert und entgast. 
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B:  0,4 % Essigsäure/0,27 % KCL in Reinstwasser, chromasolv 
4,0 ml Essigsäure (100 %) und 2,7 g KCLwerden im Maßkolben mit Reinstwasser 
(chromasolv) auf 1000 ml aufgefüllt, membranfiltriert und entgast. 
 
Eluentensystem E4 (PBS-Puffer-System) 
A:  PBS-Puffer (10 mM, einfach konzentriert) 
 Die Herstellung des Puffers erfolgt analog der Beschreibung in Abschnitt 3.14.2. 
 
Eluentensystem E5 (Essigsäure-Methanol-System) 
A:  0,1 % Essigsäure in Reinstwasser 
1,0 ml Essigsäuresäure (100 %) werden im Maßkolben mit Reinstwasser auf 1000 ml 
aufgefüllt, membranfiltriert und entgast. 
B:  0,1 % Essigsäure in Methanol, chromasolv 
1,0 ml Essigsäure (100 %) werden im Maßkolben mit Methanol (chromasolv) auf 
1000 ml aufgefüllt, membranfiltriert und entgast. 
 
Eluentensystem E6 (Ammoniumacetat-Puffer-Methanol-System) 
A:  20 mM Ammoniumacetatpuffer 
770 mg Ammoniumacetat werden im Maßkolben mit Reinstwasser auf 500 ml 
aufgefüllt, membranfiltriert und entgast (pH = 6,5). 
B:  Methanol, chromasolv 
 
 
3.2.2 Kopplung HPLC-Massenspektroskopie und direkte Massenspektroskopie 
 
HPLC-Anlage: 
Agilent 1100 series (Hochdruck Gradienten System) 
bestehend aus: Entgaser, binäre Pumpe, Autosampler, Säulenthermostat, Diodenarraydetektor 
(DAD), Fluoreszenzdetektor (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) 
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Massenspektrometer: 
für ESI-ToF-MS (electrospray ionization-time of flight-mass spectrometry) PerSeptive 
Biosystems Mariner Flugzeitmassenspektrometer mit ESI-Interface (Applied Biosystems, 
Stafford, USA) 
 
Berechnung der relativen monoisotopischen Molekülmasse (Mr): 
Es werden die Peaks mit dem geringsten m/z-Verhältnis (monoisotopischer Peak) von 
prominenten mehrfach geladenen Ionen ausgewählt und Mr wird entsprechend der folgenden 
Gleichung berechnet: 
 
Positiver Modus, [M+Hz]
z+-Ionen:   Mr = Mz x z – 1,0078 x z  
 
Mz  Masse/Ladung (m/z)-Verhältnis 
z  Anzahl der Ladungen 
n  Anzahl der Protonen 
1,0078  Masse eines Protons 
 
 
3.2.3 Gaschromatographie mit Massenspektroskopie 
 
Gaschromatograph mit massenselsektivem Detektor  
HP GC System 6890 Series, Injector 7683 Series, Autosampler 7683 Series, Mass Selective 
Detektor 5973 (alles Hewlett Packard, Waldbronn)  
Trennsäule: HP-5,5 % Phenyl-Methyl-Siloxan Kapillarsäule, 30 m, ∅ 250 µm, Filmdicke 
0,25 µm, Hewlett Packard, Waldbronn  
 
 
3.2.4 Fluoreszenzspektroskopie 
 
Gerät: Fluoreszenz Spektrofluorimeter f-4500 mit Xenon-Lampe, Hitachi, Tokio, Japan 
Küvette: Quarzküvette für die Fluoreszenzspektroskopie, 1,000 cm 
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Parameter für die zweidimensionale Spektroskopie: 
λex = 300 - 600 nm  λex = 300 - 600 nm 
Scan: 12000 nm/min  Contour interval: 50 
 
 
3.2.5 Nuklearmagnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR)-Spektroskopie 
 
Die Aufnahmen der NMR Spektren wurden durch Frau Annett Rudolph und Frau Dr. Margit 
Grunar am Institut für Organische Chemie der TU Dresden durchgeführt. Die Messungen 
wurden an einem NMR Spektrometer DRX 500 (Bruker, Reinstetten) mit 500 MHz für 1H-
Experimente und 125 MHz für 13C-Experimente durchgeführt. Die Zuordnung der Signale 
basierte auf den zweidimensionalen Experimenten 1H-1H COSY (correlation spectroscopy), 
HSQC (heteronuclear singl quantum coherence), HMBC (hetero nuclear multiple bond 
correlation) and DEPT (distortionless enhancement by polarization transfer). Die Angabe der 
chemischen Verschiebung δ in ppm erfolgte relativ zu den folgenden Referenz-Signalen: 
 
Chloroform (CDCl3):   δH = 7,25 ppm, δC = 77,00 ppm (mittlere Linie), 
     (Lösungsmittelsignale) 
 
Dimethylsulfoxid-d6 (DMSO-d6): δH = 2,50 ppm, δC = 39,56 ppm (mittlere Linie), 
(Lösungsmittelsignale) 
 
Methanol-d4:    δH = 3,38 ppm, δC = 49,00 ppm (mittlere Linie), 
     (Lösungsmittelsignale) 
 
 
3.2.6 Elementaranalyse 
 
Die Elementaranalysen wurden durch Frau Anke Peritz am Institut für Organische Chemie 
der TU Dresden durchgeführt.  
Gerät: Elementar-Analysator Euro EA 3000 (Eurovector, Mailand, Italien) 
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3.3 Darstellung der Amadori-Produkte 
 
2 mmol der jeweiligen Aminosäure bzw. Peptid (ε-N-Acetyl-L-Lysin, α-N-Acetyl-Lysin, 
Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin, Leu-Gly, Leu-Gly-Gly) werden in einem 
Lösungsmittelgemisch aus 11 ml Methanol und 9 ml DMSO gelöst. Nach Zugabe von 
4 mmol Lactosemonohydrat wird das Reaktionsgemisch im Ölbad unter Rückfluss bei 90 °C 
erhitzt. Die optimalen Reaktionszeiten sind in Tab. 3.3-1 aufgeführt. 
 
Tab. 3.3-1: Optimierte Reaktionszeiten zur Darstellung der Amadoriprodukte 
Aminosäure/Peptid Reaktionszeiten [h] 
ε-N-Acetyl-L-Lysin, α-N-Acetyl-L-Lysin, Lysin 4 
Alanin 7 
Valin 8 
Isoleucin 5 
Leucin, Leu-Gly, Leu-Gly-Gly 7 
 
Nach Entfernung des Methanols am Rotationsverdampfer wird das DMSO mittels 
Hochvakuumpumpe (2.10-3 bar) entfernt. Der Rückstand wird in 20 ml Reinstwasser 
aufgenommen und durch einem Membranfilter (regenerierte Cellulose, ∅ 13 mm, 0,45 µm) 
gereinigt. Die so erhaltenen Lösungen enthalten noch geringe Mengen der originären 
Aminosäure sowie das gebildete Amadori-Produkt und werden als Amadoriprodukt-Lösung 
bezeichnet. 
 
 
3.4 Bestimmung der Überführungsfaktoren 
 
700 µl der jeweiligen Amadori-Produkt-Lösung werden mit 1380 µl HCl (12 N) im 
Hydrolyseröhrchen versetzt. Nach Einleitung von Stickstoff über der Probe werden diese für 
23 h bei 110 °C erhitzt. Nach vollständiger Hydrolyse werden die Hydrolysate in Eppendorf-
Tubes überführt und bei 10000 U/min für 20 min zentrifugiert. Der komplette Überstand wird 
anschließend am Vakuumkonzentrator Savant SPD 131 DDA zentrifugalverdampft. Der so 
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gewonnene Rückstand wird in 700 µl 0,2 N HCl aufgenommen, membranfiltriert 
(regenerierte Cellulose, ∅ 13 mm, 0,2 µm) und als FMAA-Lösung bezeichnet. 
Je 10 µl der Amadori-Produkt- bzw. korrespondierenden FMAA-Lösung werden via RP-
HPLC und CLND analysiert. Zur externen Kalibrierung des CLNDs wird eine Koffein-
Standardlösung (1 mg/ml) verwendet. Aus der Kalibrierung wird der Gehalt der 
Amadoriprodukt- bzw. FMAA-Lösung über die Bestimmung des absoluten Stickstoffgehaltes 
im entsprechenden Peak unter Berücksichtigung des theoretischen Stickstoffgehaltes der 
Verbindung berechnet. Aus der Bestimmung der absoluten Amadoriprodukt- bzw. FMAA-
Gehalte kann so der Umsatz des Amadoriproduktes zum FMAA-Derivat berechnet werden.  
 
ÜF = 
[%]Umsatz
%100
AP
 
 
ÜF:  Überführungsfaktor 
UmsatzAP: Umsatz des Amadoriproduktes zum FMAA-Derivat 
 
Analytische RP-HPLC (CLND): 
 
HPLC-Anlage: Agilent 1100 series, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E2, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,2 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 280 nm (UV) 
Injektionsvolumen: 10 µl 
Gradient Kalibrierung: isokratisch 60 % B in 14 min (40 °C) 
Gradient Amadori-Produkt von Ala: linear ansteigend von 0 % auf 10 % B in 25 min (30 °C) 
Gradient Amadori-Produkt von α-N-Acetyl-L-Lysin und ε- N-Acetyl-L-Lysin: linear 
ansteigend von 0 % auf 10 % B in 25 min (50 °C) 
Gradient Amadori-Produkt von Val: linear ansteigend von 0 % auf 15 % B in 25 min (50 °C) 
Gradient Amadori-Produkt von Leu und Ile: linear ansteigend von 0 % auf 20 % B in 25 min 
(50 °C) 
Gradient von FM- Ala: linear ansteigend von 0 % auf 10 % B in 25 min (50 °C) 
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Gradient von α-FM-Lys und Furosin: linear ansteigend von 5 % auf 20 % B in 30 min 
(50 °C) 
Gradient von FM-Val: linear ansteigend von 5 % auf 40 % B in 30 min (50 °C) 
Gradient von FM-Leu und FM-Ile: linear ansteigend von 5 % auf 50 % B in 30 min (50 °C) 
 
 
3.5 Identifizierung und Quantifizierung der N-(2-Furoylmethyl)aminosäuren nach 
saurer Hydrolyse in Hypoallergenen Säuglingsnahrungen 
 
Die konventionellen und hypoallergenen Säuglingsnahrungen wurden in lokalen 
Drogeriemärkten erworben. Die Muttermilchproben wurden freundlicherweise von 
freiwilligen Probandinnen zur Verfügung gestellt. 
100 mg der Säuglingsnahrungen werden mit 1,2 ml einer 7,95 N Salzsäure versetzt und in 
dicht verschlossenen Hydrolyseröhrchen bei 110 °C für 23 h hydrolysiert. Je 2,0 ml einer 
Muttermilchprobe werden mit 3,9 ml einer 37 % Salzsäure versetzt und unter denselben 
Bedingungen hydrolysiert. Nach saurer Hydrolyse werden die Proben zunächst auf 
Raumtemperatur abgekühlt, anschließend in Eppendorf-Tubes überführt und bei 10000 U/min 
für 20 min zentrifugiert. Der Überstand wird erneut in ein Eppendorf-Tube überführt und 
nachfolgend im Vakuum verdampft. Der gesamte Rückstand einer Probe wird in 500 µl einer 
0,2 N Salzsäure aufgenommen und membranfiltriert (regenerierte Cellulose, ∅ 13 mm, 
0,2 µm). Je 50 µl der Filtrate werden an der RP-HPLC bzw. LC-ESI-ToF-MS vermessen. Die 
Kalibrierung erfolgt mit käuflich erworbenem Furosin-Standard. Die Bestimmung der 
Konzentration des Standards erfolgt über UV-Spektroskopie. Dazu wird die Furosin-
Stammlösung (ca. 33,97 mmol in 0,1 N HCl) 1:1000 verdünnt und die Konzentration über 
Messung der Extinktion bei λ = 280 nm bestimmt (ελ=280 nm = 15316 l 
. cm-1 . mol-1). 
 
Analytische RP-HPLC für FM-Val, FM-Ileu, FM-Leu: 
 
RP-HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S1, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E2, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,7 ml/min  
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Säulentemperatur: 25 °C  
Injektionsvolumen: 50 µl  
Detektionswellenlänge: 280 nm (UV) 
Gradient: isokratisch 0 % B für 10 min, linear ansteigend von 0 % auf 10 % B in 5 min, linear 
ansteigend von 10 % auf 20 % B in 30 min, linear absteigend von 20 % auf 80 % B in 5 min, 
isokratisch 0 % B in 10 min 
 
Analytische RP-HPLC für FM-Ala und Furosin: 
RP-HPLC-Anlage: Knauer, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S4, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E3, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 1,1 ml/min  
Detektionswellenlänge: λ = 280 nm (UV) 
Säulentemperatur: 34 °C  
Injektionsvolumen: 50 µl  
Detektionswellenlänge: 280 nm 
Gradient: isokratisch 0 % B für 13,5 min, linear ansteigend von 0 % auf 50 % B in 7 min, 
isokratisch 50 % B in 1,5 min, linear absteigend von 50 % auf 0 % B in 1 min, isokratisch 
0 % B in 9 min 
 
Analytische LC-ESI-ToF-MS: 
 
HPLC-Anlage: Agilent 1100 series, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S1, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E2, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,7 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 280 nm (UV) 
Säulentemperatur: 25 °C  
Injektionsvolumen: 50 µl 
Gradient: isokratisch 0 % B für 10 min, linear ansteigend von 0 % auf 10 % B in 5 min, linear 
ansteigend von 10 % auf 20 % B in 30 min, linear absteigend von 20 % auf 80 % B in 5 min, 
isokratisch 0 % B in 10 min 
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3.6 Bestimmung der Peptidgrößenverteilung durch GPC 
 
Kalibrierung: 
Es werden je 1 mg/ml der folgende Substanzen (Molmassen in Klammern) in PBS-Puffer 
gelöst und als Kalibrierstandards verwendet: Dextran (1000 Da), α-chain Insulin 
(2531,60 Da), β-chain Insulin (3495,9 Da), Insulin (5733 Da), Ribonuklease (13700 Da), 
Chymotrypsin (25000 Da), Ovalbumin (43000 Da), bovine Albumin (67000 Da). 
 
Proben: Von den Säuglingsnahrungen werden je 100 mg/ml in PBS gelöst und anschließend 
membranfiltriert (regenerierte Cellulose, ∅ 13 mm, 0,45 µm) und via GPC aufgetrennt. 
 
Analytische HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S5, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E4, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,7 ml/min 
Detektionswellenlänge:  λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV),  
λex = 320 nm λem = 400 nm (Fluoreszenz) 
Säulentemperatur: Raumtemperatur 
Injektionsvolumen: 100 µl 
Gradient: isokratisch A für 60 min  
 
 
3.7 Identifizierung und Quantifizierung des N-(2-Furoylmethyl)valins und Furosins in 
humanen lysierten Erythrozyten nach saurer Hydrolyse  
3.7.1 Synthese der Isotopomeren 
 
N-[2-(13C6)Furoylmethyl]valin (
13C-FM-Val) und N-ε-[2-(13C6)Furoylmethyl]lysin (
13C-
Furosin) werden ausgehend von 13C-D-Glucose und Valin bzw. N-α-Acetyl-L-Lysin 
synthetisiert. Dazu werden je 6 mmol der Aminosäure mit 2 mmol 13C-D-Glucose in 84 ml 
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Methanol gelöst und unter Rückfluss bei 86 °C erhitzt. Die Erhitzungszeiten der Inkubationen 
betragen 8 h (Valin) bzw. 4 h (N-α-Acetyl-L-Lysin). Nach Erkalten der Lösungen wird das 
Methanol und Wasser am Rotationsverdampfer (40 °C) abgezogen. Der trockene Rückstand 
wird jeweils in 20 ml Reinstwasser aufgenommen. Anschließend werden die so gewonnenen 
Amadori-Produkt-Lösungen mit HCl (7,95 N im Ansatz) für 23 h bei 110 °C hydrolysiert. 
Nach erfolgter saurer Hydrolyse wird die Salzsäure via Vakuumrotationsverdampfer entfernt. 
Der Rückstand wird jeweils in Reinstwasser aufgenommen und membranfiltriert (regenerierte 
Cellulose, ∅ 13 mm, 0,45 µm). Anschließend werden die so gewonnenen Isotopen-
markierten FM-AAs-Lösungen an der semipräperativen RP-HPLC isoliert. Die isolierten 
Lösungen werden am Rotationsverdampfer eingeengt. Anschließend wird an der 
Gefriertrocknung das Wasser entzogen. Die Charakterisierung der markierten 
Standardsubstanzen erfolgte durch LC-ESI-ToF-MS, NMR- und UV-Spektroskopie. Die 
Standards werden schließlich in Reinstwasser gelöst und die Konzentration via RP-HPLC und 
CLND exakt bestimmt. 
 
Semipräparative RP-HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S3, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E2, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 2,1 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 280 nm 
Säulentemperatur: 25 °C 
Gradient für Isolierung 13C-Furosin: linear ansteigend von 0 % auf 5 % B in 30 min 
Gradient für Isolierung 13C-FM-Val: linear ansteigend von 0 % auf 15 % B in 30 min 
 
 
13C-Furosin und 13C-FM-Val wurden mit einer chromatographischen Reinheit von > 99 % 
gewonnen. Die Ausbeute lag bezugnehmend zur limitierenden Glucosestoffmenge (2 mmol) 
bei 6,28 % für 13C-Furosin und 4,2 % für 13C-FM-Val. Die UV-Maxima der Standards lagen 
bei λ = 280 nm. Die mittels LC-ESI-ToF-MS (Methode siehe Abschnitt 3.7.2) ermittelten 
m/z- Verhältnisse lagen bei 261,2 für 13C-Furosin und 232,2 für 13C-FM-Val. 
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NMR-Daten:  
 
13C-FM-Val: 
 
 
H1-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: Hα 4,33 (d), Hβ 2,22 (m), 2x Hγ 0,98 (dd), H1 4,74 (s), H2 
7,26 (m), H3 6,44 (m), H4 7,55 (m) 
 
 
13C-Furosin 
 
 
 
H1-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: Hα 4,33 (d), Hβ 1,77 (m), Hγ 1,33 (m), Hδ 1,81 (m), Hε  3,07 
(t), H1 4,74 (s), H2 7,26 (m), H3 6,44 (m), H4 7,55 (m) 
 
 
Analytische RP-HPLC (CLND): 
 
HPLC-Anlage: Agilent 1100 series, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E2, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,2 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 280 nm (UV) 
Injektionsvolumen: 10 µl 
Gradient Kalibrierung: isokratisch 60 % B in 14 min (40 °C) 
Gradient von Furosin: linear ansteigend von 5 % auf 20 % B in 30 min (50 °C) 
Gradient von FM-Val: linear ansteigend von 5 % auf 40 % B in 30 min (50 °C) 
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3.7.2 Bestimmung des FM-Val- und Furosingehaltes in humanen Blutproben  
 
Die in EDTA-Röhrchen gewonnenen humanen Blutproben werden siehe Abschnitt 3.1.5 
lysiert. Je 2 ml der lysierten Proben werden mit 40 ml eiskaltem Aceton (mit 2 % konz. HCl) 
vermischt. Nach Lagerung der Mischung bei –21 °C für 10 min wird das ausgefallene Globin 
durch Zentrifugation (5000 U/min, 15 min) bei –5 °C sicher von der Häm-haltigen Lösung 
abgetrennt. Der weiße Globinrückstand wird noch zwei mal mit je 10 ml eiskaltem Aceton 
(ohne HCl-Zusatz) gewaschen und anschließend im Abzug bei Raumtemperatur getrocknet. 
Je 40 mg der so gewonnenen Proteinproben werden mit 4 ml 7,95 N HCl für 23 h bei 110 °C 
hydrolysiert. Nach Hydrolyse werden die Proben in Eppendorfgefäße überführt und mit je 
50 µl der Standardlösungen (13C-Furosin 1,2 mg/ml 1:10 verdünnt; 13C-FM-Val 2,2 mg/ml 
1:100 verdünnt) versetzt. Anschließend werden die dotierten Proben im 
Vakuumzentrifugalverdampfer zur Trockene eingeengt. Der gesamte Rückstand der 
jeweiligen Probe wird 500 µl 0,2 N HCl gelöst. Nach Zentrifugation der Proben (5000 U/min, 
20 min) werden diese membranfiltriert (regenerierte Cellulose, ∅ 13 mm, 0,2 µm) und via 
LC-ESI-ToF-MS vermessen. Der Furosingehalt in Proben wird zum Vergleich ebenfalls via 
RP-HPLC bestimmt. 
 
Analytische LC-ESI-ToF-MS: 
 
HPLC-Anlage: Agilent 1100 series, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S1, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E2, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,7 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 280 nm 
Säulentemperatur: 25 °C  
Injektionsvolumen: 50 µl 
Gradient: isokratisch 0 % B für 10 min, linear ansteigend von 0 % auf 2 % B in 5 min, linear 
ansteigend von 2 % auf 6 % B in 19 min, linear ansteigend von 6 % auf 80 % B in 11 min, 
isokratisch 80 % B in 5 min, linear absteigend von 80 % auf 0 % B in 5 min, isokratisch 0 % 
B in 10 min 
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Analytische RP-HPLC für Furosin: 
 
RP-HPLC-Anlage: Knauer, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S4, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E3, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 1,1 ml/min  
Detektionswellenlänge: λ = 280 nm (UV) 
Säulentemperatur: 34 °C  
Injektionsvolumen: 50 µl  
Detektionswellenlänge: 280 nm 
Gradient: isokratisch 0 % B für 13,5 min, linear ansteigend von 0 % auf 50 % B in 7 min, 
isokratisch 50 % B in 1,5 min, linear absteigend von 50 % auf 0 % B in 1 min, isokratisch 
0 % B in 9 min 
 
 
3.8 Untersuchung zur Aktivität der Fructosamin-3-kinase (FN3K) 
 
Die Bestimmung der FN3K-Aktivität wurde in Anlehnung an Krause et al. durchgeführt 
(Krause et al., 2006). Die Aufarbeitung der humanen Blutproben und die Inkubation mit 
Substrat (Nα-Hippuryl-Nε-(1-desoxyfructos-1-yl)-L-lysin = BzGFruK) und ATP erfolgte 
durch Anne Seidowski (Institut für Lebensmittelchemie der TU-Dresden) nach der Vorschrift 
von Krause et al., (2006).  
Hierzu werden je 500 µl Erythrozytenlysat mit 25 µl ATP-Lösung (12,0 mg/ml) und 25 µl 
Substrat (18 mg/ml) für 2 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wird Zugabe von 
je 450 µl 10 %iger Trichloressigsäure (w/v) zu 450 µl Inkubationslösung abgestoppt. Nach 
Homogenisierung des Präzipitates im Mini Shaker werden die Lösungen zur vollständigen 
Proteinfällung für 1 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss aufbewahrt. Anschließend 
werden die Proben zentrifugiert (2000 g, 20 min) und der Überstand membranfiltriert 
(regenerierte Cellulose, 0,2 µm). Die so aufbereiteten Probenlösungen werden via RP-HPLC 
vermessen und die Aktivität der FN3K über den Gehalt an phosphoryliertem Substrat 
(BzGpFruK) in der Lösung bestimmt. 
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Analytische HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S1, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E6, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,5 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 230 nm (UV) 
Säulentemperatur: Raumtemperatur 
Injektionsvolumen: 20 µl 
Gradient (Kalibrierung über das Substrat): isokratisch 14 % B für 15,1 min, linear ansteigend 
von 14 % auf 20 % B in 21,9 min, isokratisch 20 % B in 0,1 min, linear ansteigend von 20 % 
auf 80 % B in 2,9 min, isokratisch 80 % B in 5 min, linear absteigend von 80 % auf 14 % B in 
3 min, isokratisch 14 % B in 9 min 
 
Gradient (Probe): isokratisch 5 % B für 15,1 min, linear ansteigend von 5 % auf 8 % B in 
21,9 min, isokratisch 8 % B in 0,1 min, linear ansteigend von 11 % auf 80 % B in 2,9 min, 
isokratisch 80 % B in 5 min, linear absteigend von 80 % auf 5 % B in 3 min, isokratisch 5 % 
B in 9 min 
 
Berechnung der FN3K-Aktivität: 
 
a
bBWFläche
cBzGFruK
2,2)( ⋅+−
=   
 
1000
120
⋅
⋅
=
Hb
BzGFruK
BzGFruK
c
c
Aktivität  
 
 
AktivitätBzGFruK: Eine Unit (U) ist definiert als Gehalt an Enzym, welches die Bildung von  
1 µmol BzGpFruK/min unter den gegebenen Bedingungen katalysiert. [mU/g 
Hämoglobin] 
cBzGFruK:  Konzentration an phosphoryliertem Substrat im Erythrozytenlysat nach 
Inkubation [µM] 
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BW: Fläche des Blindwerts nach Inkubation ohne Substrat bei tR des Substrates 
Fläche: Fläche des Substrates nach Inkubation 
a, b:  Anstieg, Achsenabschnitt aus der Kalibriergeraden 
2,2: Verdünnungsfaktor 
cHb: Hämoglobinkonzentration im Erythrozytenlysat 
120: Umrechungsfaktor von 2 h (120 min) Inkubationszeit auf eine Minute 
1000: Umrechungsfaktor von µmol (U) auf nmol (mU) Substrat pro g Hämoglobin
    
 
3.9 Messung der Wasseraktivität ausgewählter Lebensmittel 
 
Probenvorbereitung: 
Teige werden möglichst luftblasenfrei in das Probengefäß gefüllt. Die Krume und die Kruste 
fertiggebackener Brote werden separat vermessen. Dazu wird die Kruste vom Brot getrennt 
und in einer elektrischen Schlagmühle zerkleinert und in das Probengefäß gefüllt. Die Krume 
wird mit dem Probengefäß aus dem Brot gestochen. Die Laugengebäcke werden ebenfalls in 
der elektrischen Schlagmühle zerkleinert und in das Probengefäß überführt.  
 
Messung des aw-Wertes: 
 
Zur Messung des charakteristischen aw-Wertes werden die Probengefäße in die Messkammer 
des Feuchtemessgerätes eingeführt. Die Messung ist beendet sobald sich der aw-Wert bei einer 
Temperatur von 25 °C nicht mehr signifikant ändert. Die Messung erfolgte am Institut für 
Lebensmittel- und Bioverfahrenstechnik der Universität Dresden unter Anleitung von Frau 
Gutrich.  
 
Gerät:  Novasina Thermoconstanter TH 200 
Temperatur: 25 °C 
Methode: elektrolytischer Feuchtesensor 
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3.10 Messung des pH-Wertes ausgewählter Lebensmittel 
 
10 g Weizenmehl werden mit 10 ml Reinstwasser aufgeschlämmt und am pH-Meter 
vermessen. 10 g Salzstangen werden zunächst fein zermörsert und anschließend in 20 ml 
Reinstwasser aufgeschlämmt. Der pH-Wert der resultierenden Suspension wird am pH-Meter 
bestimmt. 
 
 
3.10.1 Lösungen: 
Phosphatpuffer (100 mM, pH = 7,4): 1,78 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat  
werden in 90 ml Reinstwasser gelöst, mit konz. Salzsäure auf pH = 7,4 eingestellt und mit 
Reinstwasser auf 100 ml ergänzt. 
 
Phosphatpuffer (100 mM, pH = 6,0): 1,78 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat  
werden in 90 ml Reinstwasser gelöst, mit konz. Salzsäure auf pH = 6,0 eingestellt und mit 
Reinstwasser auf 100 ml ergänzt. 
 
Citratpuffer (100 mM, pH = 4,4): 2,10 g Zitronensäure-Monohydrat werden in 90 ml  
Reinstwasser gelöst, mit Natronlauge (6 N) auf pH = 4,4 eingestellt und mit Reinstwasser auf 
100 ml ergänzt. 
 
Calciumbromid-Lösung (gesättigt): Löslichkeit des Calciumbromid-Hydrats in Wasser  
bei 20 °C = 200 g. 
 
Magnesiumnitrat-Lösung (gesättigt): Löslichkeit des Magnesiumnitrats in Wasser bei  
20 °C = 70,1 g. 
 
Kaliumchlorid-Lösung (gesättigt): Löslichkeit des Kaliumchlorids in Wasser bei  
20 °C = 56,2 g. 
 
Ameisensäure (100 mM): 377,3 µl konz. Ameisensäure werden mit Reinstwasser auf  
100 ml aufgefüllt. 
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3.11 Darstellung des GO-/ MGO-GAF-Pyrazinons 
 
Da das MGO-GAF-Pyrazinon bereits im Rahmen der Dissertation von René Krause isoliert 
im Arbeitskreis vorlag, konnte auf das entsprechende Präparat zurückgegriffen werden. Das 
GO-GAF-Pyrazinon musste dagegen zunächst dargestellt werden. 
5 mmol des Tripeptides GAF werden im Phosphatpuffer (100 mM, pH = 7,4) gelöst, mit 
5 mmol Glyoxal versetzt und für 10 Tage bei 37 °C inkubiert. Die Zugabe der 
α-Dicarbonylverbindung erfolgt verteilt über die ersten 3 Tage der Inkubation. Das 
Inkubationsvolumen ca. 600 ml wird am Rotationsverdampfer bis auf ein Volumen von 45 ml 
eingeengt. Die eingeengte Lösung wird mit Essigsäure auf pH = 4 eingestellt und an der RP-
HPLC fraktioniert. Die isolierte Pyrazinonfraktion wird am Rotationsverdampfer auf ca. 
10 ml eingeengt, membranfiltriert (regenerierte Cellulose, ∅ 13 mm, 0,45 µm) und an der 
Gefriertrocknungsanlage getrocknet. Das verbleibende Pyrazinonpulver wird erneut in Wasser 
gelöst und gefriergetrocknet. Der letzte Vorgang wird so oft wiederholt bis kein Säuregeruch 
im Produkt mehr wahrnehmbar ist. 
 
Präparative RP-HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Knauer Berlin, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S6, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E5, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 6,0 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 320 nm (UV) 
Säulentemperatur: 20 °C 
Gradient: isokratisch 40% B für 42 min 
 
Das GO-GAF-Pyrazinon wurde mit einer chromatographischen Reinheit von > 99 % 
gewonnen.  
 
Elementaranalyse: 
Die Berechnung des Pyrazinongehaltes erfolgt über den ermittelten Stickstoffgehalt (12,89 %) 
im Vergleich zum theoretischen Stickstoffgehalt der Verbindung (13,33 %). Die so ermittelte 
Reinheit der Verbindung lag bei 96,7 %. 
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3.12 Bildung und Stabilität des GO-GAF-Pyrazinons im trockenen System 
3.12.1 Probenvorbereitung: 
1) Blindwert: Je 4,00 g mikrokristalline Cellulose (Avicel®) werden mit je 20 ml 
Phosphatpuffer (100 mM, pH = 7,4), Phosphatpuffer (100 mM, pH = 6,0) oder 
Citratpuffer (100 mM, pH = 4,4) gemischt. 
 
2) Glyoxal + GAF: Je 32,8 mg GAF x 1,9 H2O werden in 20 ml des jeweiligen Puffers 
(siehe1) gelöst. Schließlich werden 11,36 µl Glyoxallösung (40%) und 3,967 g 
Avicel® dazu gegeben und der Ansatz gut homogenisiert.  
 
3) Glucose + GAF: 32,8 mg GAF x 1,9 H2O und 18,0 mg Glucose werden in 20 ml 
Phosphatpuffer (100 mM, pH = 7,4) gelöst. Schließlich werden 3,949 g Avicel® dazu 
gegeben und der Ansatz gut homogenisiert. 
 
4) Glucose Blindwert: 18,0 mg Glucose werden in 20 ml Phosphatpuffer (100 mM, 
pH = 7,4) gelöst. Danach werden 3,982 g Avicel® dazu gegeben und der Ansatz gut 
homogenisiert. 
 
5) GO-GAF-Pyrazinon: Je 32,6 mg GO-GAF-Pyrazinon werden in 20ml des jeweiligen 
Puffers (siehe 1) gelöst. Anschließend werden 3,967 g Avicel® dazu gegeben und der 
Ansatz gut homogenisiert. 
 
Die Proben 1-5 werden gefriergetrocknet. Nach Trocknung wird ein definierter aw-Wert durch 
Lagerung der Proben über der entsprechenden gesättigten Salzlösung (4 d, 25 °C) eingestellt. 
 
Stabilität: 
Die Stabilität des GO-GAF-Pyrazinons im trockenen System wird analysiert, indem je 
100 mg der jeweiligen Proben aus 5) (vgl. Abschnitt 3.12) im Hydrolyseröhrchen bei 
unterschiedlichen Temperaturen und Zeiten im Trockenschrank erhitzt werden. Nach 
Inkubation werden zum Abstoppen möglicher Reaktionen je 1000 µl Ameisensäure zu den 
erhitzten Proben gegeben. Die Proben werden durch kräftiges Schütteln extrahiert. Zum 
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Schluss werden die resultierenden Extrakte membranfiltriert (regenerierte Cellulose, 
∅ 13 mm, 0,45 µm) und an der RP-HPLC und LC-ESI-ToF-MS vermessen. 
 
Bildung: 
Zur Untersuchung der Bildung des GO-GAF-Pyrazinons aus Glyoxal und GAF im trockenen 
System werden je 100 mg der Proben 1) und 2) (siehe Abschnitt 3.12), die zuvor auf den 
jeweiligen aw-Wert eingestellt wurden zum Abstoppen möglicher Reaktionen mit 1000 µl 
Ameisensäure (100 mM) extrahiert. Anschließend werden die membranfiltrierten Extrakte 
(regenerierte Cellulose, ∅ 13 mm, 0,45 µm) an der RP-HPLC und LC-ESI-ToF-MS 
vermessen und als Blindwerte zur Erhitzungsdauer t = 0 min betrachtet. Je 100 mg der Proben 
1) und 2) (siehe Abschnitt 3.12) werden zusätzlich im Trockenschrank bei verschiedenen 
Temperaturen unterschiedlich lang erhitzt. Die Aufarbeitung und Analyse der erhitzten 
Proben erfolgt analog der Probe 5), wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben. 
Um die Bildung des GO-GAF-Pyrazinons zudem aus Glucose und dem Tripeptid GAF zu 
untersuchen, werden je 100 mg der Proben 3) und 4) (siehe Abschnitt 3.12), die auf einen 
bestimmten aw-Wert eingestellt sind unmittelbar mit 1000 µl Ameisensäure (100 mM) 
extrahiert, um mögliche Reaktionen abzustoppen. Nach Membranfiltrierung der 
resultierenden Extrakte (regenerierte Cellulose, ∅ 13 mm, 0,45 µm) werden die Proben an der 
RP-HPLC vermessen uns als Glucose-Blindwerte zur Erhitzungsdauer t = 0 min betrachtet. Je 
100 mg der Proben 3) und 4) werden zudem im verschlossenen Hydrolyseröhrchen für 2 h bei 
90 °C und 110 °C im Trockenschrank erhitzt. Die Aufarbeitung der erhitzen Proben erfolgt 
analog der vorangegangenen Glucose-Blindwerte. 
 
Analytische RP-HPLC: 
 
RP-HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S1, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,7 ml/min 
Detektionswellenlänge:  λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV),  
λex = 320 nm λem = 400 nm (Fluoreszenz) 
Säulentemperatur: 20 °C  
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Injektionsvolumen: 50 µl bei qualitativer Analyse 
            20 µl bei quantitativer Analyse 
Gradient: linear ansteigend von 15% auf 47% B in 30 min 
 
Analytische LC-ESI-ToF-MS: 
 
HPLC-Anlage: Agilent 1100 series, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,3 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV) 
Säulentemperatur: 20 °C  
Injektionsvolumen: 100 µl 
Gradient: isokratisch 18 % B für 5 min, danach linear ansteigend von 18 % auf 80 % B in 
20 min 
Das Eluat der ersten 5 Minuten des HPLC-Laufes wird aufgrund möglicher Pufferreste nicht 
auf die ESI-ToF-MS geleitet und verworfen. 
 
 
3.13 Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen in Modellbackwaren 
3.13.1 Darstellung des GO-/ MGO-FGG-Pyrazinons 
 
5 mmol des Tripeptids FGG werden im Phosphatpuffer (100 mM, pH = 7,4) gelöst, mit 
5 mmol Glyoxal bzw. MGO versetzt und für 10 Tage bei 37 °C inkubiert. Die Zugabe der 
α-Dicarbonylverbindung erfolgt verteilt über die ersten 3 Tage der Inkubation. Das 
Inkubationsvolumen von ca. 600 ml wird am Rotationsverdampfer bis auf ein Volumen von 
45 ml eingeengt. Die eingeengte Lösung wird mit Essigsäure auf pH = 4 eingestellt und an 
der RP-HPLC fraktioniert. Die isolierte Pyrazinonfraktion wird am Rotationsverdampfer auf 
ca. 10 ml eingeengt, membranfiltriert (regenerierte Cellulose, ∅ 13 mm, 0,45 µm) und an der 
Gefriertrocknungsanlage getrocknet. Das verbleibende Pyrazinonpulver wird erneut in Wasser 
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gelöst und gefriergetrocknet. Der letzte Vorgang wird so oft wiederholt bis kein Säuregeruch 
im Produkt mehr wahrnehmbar ist. 
 
Semipräparative RP-HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Knauer Berlin, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S6, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E5, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 6,0 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 320 nm (UV) 
Säulentemperatur: 20 °C 
Gradient: isokratisch 35 % B für 40 min 
 
Das GO-FGG- bzw. MGO-FGG-Pyrazinon wurden mit einer chromatographischen Reinheit 
von > 99 % gewonnen.  
 
Elementaranalyse: 
GO-FGG-Pyrazinon: Die Berechnung des Pyrazinongehaltes erfolgt über den ermittelten 
Stickstoffgehalt (13,29 %) im Vergleich zum theoretischen Stickstoffgehalt der Verbindung 
(13,43 %). Die so ermittelte Reinheit der Verbindung lag bei 99,0 %. 
MGO-FGG-Pyrazinon: Die Berechnung des Pyrazinongehaltes erfolgt über den ermittelten 
Stickstoffgehalt (13,08 %) im Vergleich zum theoretischen Stickstoffgehalt der Verbindung 
(13,23 %). Die so ermittelte Reinheit der Verbindung lag bei 98,9 %. 
 
 
3.13.2 Chemikalien und Präparate 
 
Ameisensäure (100 mM): 377,3 µl konz. Ameisensäure werden mit Reinstwasser auf  
100 ml ergänzt. 
 
Ameisensäure (250 mM): 2358 µl konz. Ameisensäure werden mit Reinstwasser auf 100 ml 
verdünnt. 
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GO-GAF-Pyrazinon: 3,3 mg des zuvor isolierten GO-GAF-Pyrazinons werden in 100 µl 
Ameisensäure (0,1%) gelöst und 1:100 mit Ameisensäure (0,1%) verdünnt. Endkonzentration: 
1 pmol/µl 
 
MGO-GAF-Pyrazinon: 3,5 mg des vorhandenen MGO-GAF-Pyrazinons werden in 100 µl 
Ameisensäure (0,1%) gelöst und 1:100 mit Ameisensäure (0,1%) verdünnt. Endkonzentration: 
1 pmol/µl 
 
GO-FGG-Pyrazinon: 2,9 mg des vorhandenen GO-FGG-Pyrazinons werden in 100 µl 
Ameisensäure (0,1%) gelöst und 1:100 mit Ameisensäure (0,1%) verdünnt. Endkonzentration: 
1 pmol/µl 
 
MGO-FGG-Pyrazinon: 3,0 mg des vorhandenen MGO-FGG-Pyrazinons werden in 100 µl 
Ameisensäure (0,1%) gelöst und 1:100 mit Ameisensäure (0,1%) verdünnt. Endkonzentration: 
1 pmol/µl 
 
Natronlauge (1M): 4 g Natriumhydroxid-Plätzchen werden in 100 µl Reinstwasser gelöst. 
 
 
3.13.3 Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen in Modellbackwaren 
 
Die Zutaten werden laut Tab. 3.13-1 vermischt, wobei die löslichen Zutaten zunächst in 
Leitungswasser gelöst werden und erst danach die entsprechenden Mehl- (Typ 550) und 
Hefemengen (Backhefe) zugesetzt und verknetet werden. Anschließend ruhen die Teiglinge 
für 30 min bei 32 °C im Trockenschrank. Von jedem Teigling wird sowohl ein Brötchen als 
auch ein Laugenbrötchen gebacken. Die Laugenbrötchen werden nach der Teigruhe zunächst 
für ca. 2 s in Natronlauge (1 M) getaucht. Zur Bestimmung des Backverlustes werden die 
Teiglinge vor und nach dem Backprozess gewogen. Die Backzeit beträgt 25 min für die 
Laugenbrötchen und 40 min für die Brötchen. Als Backofen dient der Trockenschrank mit 
einer konstanten Temperatur von 170 °C. Der Beschwadungsprozess bei der konventionellen 
Brötchenherstellung wird im Labormaßstab durch ein mit Wasser gefülltes Gefäß im Ofen 
simuliert. 
  3 Experimenteller Teil 
  - 73 - 
Tab. 3.13-1: Überblick über die Zusammensetzung der Teiglinge 
Probe Leitungs-
wasser 
Mehl Hefe Salz GAF bzw. 
FGG 
Glyoxal* Glucose 
1) Blindwert 29 ml 50 g 2,5 g 1,0 g    
2) GAF/FGG 29 ml 50 g 2,5 g 1,0 g 47,5 mg   
3) Glyoxal 29 ml 50 g 2,5 g 1,0 g  66,3 µl  
4) GAF/FGG + Glyoxal 29 ml 50 g 2,5 g 1,0 g 47,5 mg 66,3 µl  
5) GAF/FGG + Glucose 29 ml 50 g 2,5 g 1,0 g 47,5 mg  26,2 mg 
*Glyoxal: 1 + 9 Verdünnung einer Glyoxallösung (40%) in Reinstwasser 
 
Nach dem Backen und Abkühlen der Modellbackproben werden die Krume und die Kruste 
voneinander getrennt. Jeweils 12,5 g der Kruste bzw. der Krume werden mit 40 ml 
Ameisensäure (100 mM für Brötchen; 250 mM für Laugenbrötchen) extrahiert und für mind. 
3 h quellen gelassen. Anschließend werden die Proben für 20 min bei 7500 U/min 
zentrifugiert. Der klare Überstand wird abgenommen, membranfiltriert (regenerierte 
Cellulose, ∅ 13 mm, 0,45 µm) und anschließend an der RP-HPLC und LC-ESI-ToF-MS 
vermessen. 
 
Analytische RP-HPLC: 
 
RP-HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S1, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,7 ml/min 
Detektionswellenlänge:  λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV),  
λex = 320 nm λem = 400 nm (Fluoreszenz) 
Säulentemperatur: 20 °C  
Injektionsvolumen: 50 µl bei qualitativer Analyse 
Gradient:  linear ansteigend von 15% auf 47% B in 30 min  
(GO-GAF-Pyrazinon bei den Brötchen) 
linear ansteigend von 25% auf 57% B in 30 min 
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(MGO-GAF-Pyrazinon bei den Laugenbrötchenproben)  
linear ansteigend von 35% auf 55% B in 30 min  
(GO-FGG- und MGO-FGG-Pyrazinon bei den Brötchen und Laugenbrötchen) 
 
Analytische LC-ESI-ToF-MS: 
 
HPLC-Anlage: Agilent 1100 series, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,3 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV),  
Säulentemperatur: 20 °C  
Injektionsvolumen: 100 µl 
Gradient:  linear ansteigend von 15% auf 47% B in 30 min  
(GO-GAF-Pyrazinon bei den Brötchen) 
linear ansteigend von 25% auf 57% B in 30 min 
(MGO-GAF-Pyrazinon bei den Laugenbrötchenproben)  
 
linear ansteigend von 35% auf 55% B in 30 min  
(GO-FGG- und MGO-FGG-Pyrazinon bei den Brötchen und Laugenbrötchen) 
 
 
3.14 Untersuchungen zur Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen am humanen Hämoglobin 
und im Erythrozytenlysat 
3.14.1 Herstellung der Standardlösung (GO-VH-Pyrazinon bzw. MGO-VH-Pyrazinon) 
 
Es wird eine 10 mM Lösung von Val-His in PBS-Puffer (10 mM, 1,2-fach konzentriert) 
hergestellt. Zu der Peptidlösung werden 200 µl Glyoxal bzw. Methylglyoxal (10 mM, 6-fach 
konzentriert) gegeben und der Ansatz bei 37 °C für 15 d inkubiert. Dabei ist zu beachten, dass 
der Anteil an Glyoxal und Methylglyoxal schrittweise, gleichmäßig über 4 Tage verteilt der 
Peptidlösung zugesetzt wird. Nach Ablauf der Inkubationsdauer werden die Ansätze mit je 
63,5 µl Pronase E-Lösung versetzt und für 48 h bei 37 °C im Trockenschrank enzymatisch 
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hydrolysiert Die Konzentration an Enzym entspricht 0,1 mg/ml Ansatz. Nach enzymatischer 
Hydrolyse werden die Proben durch einen Membranfilter (∅ 13 mm, 0,45 µm, regenerierte 
Cellulose) filtriert und anschließend der HPLC zugeführt. Die GO-VH-Pyrazinon-Lösung 
wird anschließend an der HPLC fraktioniert.  
 
Semipräparative RP-HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S3, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 2,1 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 320 nm (UV),  
Säulentemperatur: 25 °C 
Gradient: linear ansteigend von 0 % auf 50 % B in 15 min 
 
Die Pyrazinonfraktion wird gesammelt und der Methanolanteil am Rotationsverdampfer 
entfernt. Anschließend wird die Pyrazinonlösung gefriergetrocknet. Das verbleibende 
Pyrazinonpulver wird erneut in Wasser gelöst und gefriergetrocknet. Der letzte Vorgang wird 
so oft wiederholt bis kein Säuregeruch im Produkt mehr wahrnehmbar ist.  
Das verbleibende GO-VH-Pyrazinon besitzt eine chromatographische Reinheit von > 99 %.  
 
NMR-Daten: 
GO-VH-Pyrazinon: 3-(3H-Imidazol-4-yl)-2-(3-isopropyl-2-oxo-2H-pyrazin-1-yl)-
propionsäure 
 
H1-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ/ppm: 1,05-1,10 (6H, dd, 3J = 6,8 Hz, V-H1,1’), 3,23-3,28 
(1H, m, 3J = 6,8 Hz, V-H2), 3,29 (2H, d, 3J = 7,5 Hz, H-H2), 5,32 (1H, t, 3J = 7,5 Hz, H-H1), 
6,66 (1H, d, H-H4), 7,11 (1H, d, 3J = 4,5 Hz, P-H5), 7,35 (1H, d, 3J = 4,5 Hz, P-H6), 7,54 (1H 
(NH), s, H-H5) 
 
C13-NMR-DEPT (125 MHz, DMSO-d6) δ/ppm: 20,06- 20,14 (2x CH3, V-C1,1’), 27,13 (CH2, 
H-C2), 29,95 (CH, V-C2), 60,22 (CH, H-C1), 120,99 (CH, P-C5), 127,47 (CH, P-C6), 135,01 
(CH, H-C5) 
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3.14.2 Lösungen 
 
PBS-Puffer (10 mM, 3- und 1-fach konzentriert): Zur Herstellung von 10 mM PBS-Puffer 
werden die Salze entsprechend der Tab. 3.14-1 eingewogen und auf 100 ml mit Reinstwasser 
aufgefüllt. Der pH-Wert des Puffers liegt automatisch bei 7,4 und muss deshalb nicht mehr 
eingestellt werden. 
 
Tab. 3.14-1: Zusammensetzung des PBS-Puffers (10 mM, 3- und 1-fachkonzentriert) 
Salz Einwaage (3-fach) 
[mg/100 ml] 
Einwaage (1-fach) 
[mg/100 ml] 
Natriumchlorid 2402,0 300,0 
Kaliumchlorid 60,4 2,7 
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 442,1 8,3 
Kaliumdihydrogenphosphat 70,2 1,7 
 
Hämoglobinlösung: Aus dem käuflich erworbenen Hämoglobin wird eine 20 mg/ml Lösung 
hergestellt. 
 
Pronase E-Lösung: Es werden 4 mg Pronase E in 2 ml einfach konzentrierten PBS-Puffer 
gelöst. 
 
3.14.3 Inkubation 
Es werden jeweils 600 µl lysierte Erythrozytenlösung bzw. Hämoglobinlösung (10 g/l im 
Ansatz) mit 400 µl PBS-Puffer (10 mM, 3-fach konzentriert) und 200 µl Glyoxallösung 
(0,1-16,0 mM, 6-fach konzentriert) bzw. 200 µl Methylglyoxal (1,0-16,0 mM, 6-fach 
konzentriert) für 10 bis 70 Tage unter physiologischen Bedingungen (37 °C, pH = 7,4) 
inkubiert. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationsdauer werden die 1200 µl Ansätze mit je 
63,5 µl Pronase E-Lösung versetzt und für 48 h bei 37 °C im Trockenschrank enzymatisch 
hydrolysiert. Die Konzentration an Enzym entspricht 0,1 mg/ml Ansatz. Die Proben werden 
anschließend mit 400 µl Chloroform versetzt, leicht geschüttelt und anschließend bei 
10000 U/min für 15 min zentrifugiert. Die Chloroformphase wird verworfen während die 
Hämoglobinphase durch einen Membranfilter (∅ 13 mm, 0,45 µm, regenerierte Cellulose) 
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filtriert wird und anschließend der HPLC zugeführt wird. Die Konservierung der Proben 
erfolgt bei -18 °C. 
 
Analytische RP-HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,3 ml/min 
Detektionswellenlänge:  λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV),  
λex = 320 nm λem = 400 nm (Fluoreszenz) 
Säulentemperatur: 25 °C  
Injektionsvolumen: 50 µl 
Gradient: linear ansteigend von 0 % auf 25 % B in 35 min 
 
Analytische LC-ESI-ToF-MS: 
 
HPLC-Anlage: Agilent 1100 series, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,3 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV),  
Säulentemperatur: 25 °C  
Injektionsvolumen: 100 µl 
Gradient: linear ansteigend von 0 % auf 25 % B in 35 min 
Das Eluat der ersten 5 Minuten des HPLC-Laufes wird aufgrund möglicher Pufferreste nicht 
auf die ESI-ToF-MS geleitet und verworfen. 
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3.15 Untersuchungen zur Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen im Erythrozytenlysat von 
Patienten mit Diabetes Mellitus und Urämie 
 
3.15.1 Lösungen 
 
AHD-Reagenz: 12,5 g Tritonix-100 werden in 500 ml 0,1 N Natriumhydroxid-Lösung gelöst. 
 
Hemin-Standardlösung (10 mM): 65,2 mg (0,1 mmol) Hemin werden mit AHD-Reagenz auf 
10 ml ergänzt. 
 
3.15.2 Bestimmung des Hämoglobingehaltes  
 
Die Bestimmung des Hämoglobinsgehaltes in den Erythrozytenproben erfolgte in Anlehnung 
an die Alkaline Hämatin D-575-Methode nach Zander (Zander et al., 1984). 
Zur Kalibrierung werden jeweils 3 ml AHD-Reagenz in Einwegküvetten vorgelegt. Danach 
werden je 5 µl, 10 µl, 20 µl, 30 µl, 40 µl und 45 µl der Hemin-Standardlösung zugefügt. Die 
Proben werden homogenisiert und die Absorptionen bei 575 nm gegen einen AHD-Reagenz-
Blindwert photometrisch bestimmt. Die Kalibrierung wird als Dreifachbestimmung 
durchgeführt. 
Zur Bestimmung des Hämoglobingehaltes in den lysierten Erythrozytenlösungen werden zu 
3 ml des AHD-Reagenzes jeweils 100 µl Erythrozytenlysat gegeben. Nach Homogenisierung 
wird analog der Kalibrierung die Absorption bei 575 nm photometrisch bestimmt. 
 
Berechnung des Hämoglobingehaltes: cHäm = (a-m)*31*64458/y/4/1000 [g/l] 
 
a: Absorption bei 575 nm 
m :  Steigung der Gerade 
y: y-Achenabschnitt der Geradengleichung 
64458: molare Masse des Hämoglobins 
4 :  Verdünnungsfaktor aus der Lyse 
31: Verdünnungsfaktor aus der Hämoglobinbestimmung 
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3.15.3 Bestimmung des GO-VH-Pyrazinongehaltes im Erythrozytenlysat von Patienten 
mit Diabetes mellitus und Urämie  
 
1200 µl der lysierten Erythrozytenlösungen werden mit 63,5 µl Pronase E-Lösung versetzt 
und für 48 h bei 37 °C im Trockenschrank enzymatisch hydrolysiert. Die Konzentration an 
Enzym entspricht 0,1 mg/ml Ansatz. Die Proben werden anschließend mit 400 µl Chloroform 
versetzt, leicht geschüttelt und anschließend bei 10000 U/min für 15 min zentrifugiert. Die 
Chloroformphase wird verworfen während die Hämoglobinphase durch einen Membranfilter 
(∅ 13 mm, 0,45 µm, regenerierte Cellulose) filtriert wird und anschließend der HPLC 
zugeführt wird. Die Konservierung der Proben erfolgt bei -18 °C. 
 
Analytische RP-HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,3 ml/min 
Detektionswellenlänge:  λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV),  
λex = 320 nm λem = 400 nm (Fluoreszenz) 
Säulentemperatur: 25 °C 
Injektionsvolumen: 50 µl 
Gradient: linear ansteigend von 0 % auf 25 % B in 35 min 
 
Analytische LC-ESI-ToF-MS: 
 
HPLC-Anlage: Agilent 1100 series, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,3 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV) 
Säulentemperatur: 25 °C  
Injektionsvolumen: 100 µl 
Gradient: linear ansteigend von 0 % auf 25 % B in 35 min 
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Das Eluat der ersten 5 Minuten des HPLC-Laufes wird aufgrund möglicher Pufferreste nicht 
auf die ESI-ToF-MS geleitet und verworfen. 
 
 
3.16 Untersuchungen zur Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen am humanen Serumalbumin 
und im Plasma 
3.16.1 Herstellung der Standardlösung (GO-AAH-Pyrazinon bzw. MGO-AAH-
Pyrazinon) 
 
Es wird eine 10 mM Peptidlösung aus dem Tetrapeptid Asp-Ala-His-Lys in PBS-Puffer 
(10 mM, 1,2-fach konzentriert) hergestellt. Zu der Peptidlösung werden 200 µl Glyoxal bzw. 
Methylglyoxal (10 mM, 6-fach konzentriert) gegeben und der Ansatz bei 37 °C für 15 d 
inkubiert. Dabei ist zu beachten, dass der Anteil an Glyoxal und Methylglyoxal schrittweise, 
gleichmäßig über vier Tage verteilt der Peptidlösung zugesetzt wird. Nach Ablauf der 
Inkubationsdauer werden die Ansätze mit je 63,5 µl Pronase E-Lösung versetzt und für 48 h 
bei 37 °C im Trockenschrank enzymatisch hydrolysiert Die Konzentration an Enzym 
entspricht 0,1 mg/ml Ansatz. Nach enzymatischer Hydrolyse werden die Proben durch einen 
Membranfilter (∅ 13 mm, 0,45 µm, regenerierte Cellulose) filtriert und anschließend der 
HPLC zugeführt. Die GO-AAH-Pyrazinon-Lösung wird anschließend an der HPLC 
fraktioniert.  
 
Semipräparative RP-HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S3, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 2,1 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV) 
Säulentemperatur: 25 °C  
Injektionsvolumen: 50 µl 
 
Gradient: linear ansteigend von 0 % auf 50 % B in 15 min 
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Die Pyrazinonfraktion wird gesammelt und der Methanolanteil am Rotationsverdampfer 
entfernt. Anschließend wird die Pyrazinonlösung gefriergetrocknet. Das verbleibende 
Pyrazinonpulver wird erneut in Wasser gelöst und gefriergetrocknet. Der letzte Vorgang wird 
so oft wiederholt bis kein Säuregeruch im Produkt mehr wahrnehmbar ist.  
Das verbleibende GO-AAH-Pyrazinon besitzt eine chromatographische Reinheit von > 99 %.  
 
NMR-Daten:  
GO-AAH-Pyrazinon: 3-(3H-Imidazol-4-yl)-2-[2-(3-methyl-2-oxo-2H-pyrazin-1-yl)-
propionylamino]-propionsäure 
 
H1-NMR (500 MHz, Methanol-d4) δ/ppm: 1,73 (3H, d, 
3J = 7,3 Hz, A2-H3), 2,48 (3H, s, A1-
H1), 4,13 (1H, t, H-H1), 5,34-5,37 (1H, q, 3J = 7,3 Hz, A2-H2), 7,38 (1H, d, 3J = 4,7 Hz, P-
H5), 7,57 (1H, d, 3J = 4,6 Hz, P-H6) 
 
 
3.16.2 Lösungen 
PBS-Puffer (10 mM, 3- und 1-fach konzentriert): siehe Abschnitt 13.14 
Pronase E-Lösung: siehe Abschnitt 13.14 
HSA-Lösung: Es werden 40 mg käuflich erworbenes HSA pro 1 ml Reinstwasser gelöst. 
 
 
3.16.3 Inkubation 
Es werden jeweils 600 µl Plasma bzw. HSA-Lösung (20 g/l im Ansatz) mit 400 µl PBS-
Puffer (10 mM, 3-fach konzentriert) und 200 µl Glyoxallösung (0,1-10,0 mM, 6-fach 
konzentriert) bzw. 200 µl Methylglyoxal (1,0-10 mM, 6-fach konzentriert) für 10 Tage unter 
physiologischen Bedingungen (37 °C, pH = 7,4) inkubiert. Nach Ablauf der jeweiligen 
Inkubationsdauer werden die 1200 µl Ansätze mit je 63,5 µl Pronase E-Lösung versetzt und 
für 48 h bei 37 °C im Trockenschrank enzymatisch hydrolysiert Die Konzentration an Enzym 
entspricht 0,1 mg/ml Ansatz. Nach enzymatischer Hydrolyse werden die Proben durch einen 
Membranfilter (∅ 13 mm, 0,45 µm, regenerierte Cellulose) filtriert und anschließend der 
HPLC zugeführt. Die Konservierung der Proben erfolgt bei -18 °C. 
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Analytische RP-HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,3 ml/min 
Detektionswellenlänge:  λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV),  
λex = 320 nm λem = 400 nm (Fluoreszenz) 
Säulentemperatur: 25 °C 
Gradient: linear ansteigend von 0 % auf 55 % B in 35 min 
 
Analytische LC-ESI-ToF-MS: 
 
HPLC-Anlage: Agilent 1100 series, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,3 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV) 
Säulentemperatur: 25 °C  
Injektionsvolumen: 100 µl 
Gradient: linear ansteigend von 0 % auf 55 % B in 35 min 
Das Eluat der ersten 5 Minuten des HPLC-Laufes wird aufgrund möglicher Pufferreste nicht 
auf die ESI-ToF-MS geleitet und verworfen. 
 
 
3.17 AGEs im Plasma von Patienten mit Diabetes mellitus und Urämie  
3.17.1 Bestimmung des GO-AAH-Pyrazinongehaltes im Plasma von Patienten mit 
Diabetes mellitus und Urämie 
 
600 µl der Plasmaprobe werden mit 31,8 µl Pronase E-Lösung versetzt und für 48 h bei 37 °C 
im Trockenschrank enzymatisch hydrolysiert Die Konzentration an Enzym entspricht 
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0,1 mg/ml Ansatz. Nach enzymatischer Hydrolyse werden die Proben durch einen 
Membranfilter (∅ 13 mm, 0,45 µm, regenerierte Cellulose) filtriert und anschließend der 
HPLC zugeführt. Die Konservierung der Proben erfolgt bei –18 °C. 
 
Analytische RP-HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,3 ml/min 
 
Detektionswellenlänge:  λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV),  
λex = 320 nm λem = 400 nm (Fluoreszenz) 
Säulentemperatur: 25 °C 
Injektionsvolumen: 50 µl 
Gradient: linear ansteigend von 0 % auf 55 % B in 35 min 
 
Analytische LC-ESI-ToF-MS: 
 
HPLC-Anlage: Agilent 1100 series, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S2, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E1, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,3 ml/min 
Detektionswellenlänge: λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV) 
Säulentemperatur: 25 °C  
Injektionsvolumen: 100 µl 
Gradient: linear ansteigend von 0 % auf 55 % B in 35 min 
Das Eluat der ersten 5 Minuten des HPLC-Laufes wird aufgrund möglicher Pufferreste nicht 
auf die ESI-ToF-MS geleitet und verworfen. 
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3.17.2 Gelpermeationschromatographie des Plasmas von Patienten mit Diabetes 
Mellitus und Urämie 
 
Die Plasmaproben der Probanden werden 1:25 mit PBS-Puffer (10 mM, einfach konzentriert) 
verdünnt und membranfiltriert (∅ 13 mm, 0,45 µm, regenerierte Cellulose). Anschließend 
werden die Proben via GPC aufgetrennt. 
 
Analytische HPLC: 
 
HPLC-Anlage: Merck Hitachi, siehe Abschnitt 3.2.1.1 
Säule: S5, siehe Abschnitt 3.2.1.2  
Eluentensystem: E4, siehe Abschnitt 3.2.1.3 
Flussrate: 0,7 ml/min 
Detektionswellenlänge:  λ = 220 nm (UV), λ = 320 nm (UV),  
λex = 320 nm λem = 400 nm (Fluoreszenz) 
Säulentemperatur: Raumtemperatur 
Injektionsvolumen: 50 µl 
Gradient: isokratisch A für 60 min  
 
Berechnung des Fluoreszenzindex: 
 
FlIndex = Alow/ASA(220nm)*100 
 
FlIndex:  Fluoreszenzindex 
Alow:  Fläche der Fluoreszenzemission des niedermolekularen Bereiches (< 5 kDa) 
ASA(220nm): Fläche der Serumalbuminabsorption bei λ = 220 nm 
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4 Auswertung und Diskussion der Ergebnisse  
4.1 Studien zur N-terminalen Glykierung von Aminosäuren und Peptiden in 
hypoallergenen Säuglingsnahrungen (HA-Nahrungen) 
 
Die Amadori-Produkte als Glykierungsprodukte der frühen Phase der Maillard-Reaktion 
gelten seit vielen Jahren als geeignete Parameter für die Beurteilung von Lebensmitteln 
hinsichtlich ihrer nutritiven und funktionellen Eigenschaften (vgl. Abschnitt 2.2.1). In 
proteinhaltigen Lebensmitteln liegt das Hauptaugenmerk diesbezüglich auf der quantitativ 
vorherrschenden Derivatisierung an den ε-Aminogruppen der Lysinseitenketten. Der 
Sachverhalt ändert sich jedoch, wenn das Nahrungsmittel arm an Lysin ist, oder das 
zugesetzte Protein hydrolysiert vorliegt. Letzteres ist bei den in den letzten Jahren vermehrt 
auf dem Markt gekommenen hypoallergenen Säuglingsnahrungen (HA-Nahrungen) der Fall. 
Hypoallergene Säuglingsnahrungen werden zur Prävention von Nahrungsmittelallergien bei 
allergiegefährdeten Säuglingen, die nicht gestillt werden können, als alleinige 
Nahrungsquelle empfohlen. Zur Minimierung des Allergiepotentials der hypoallergenen 
Nahrung wird das Molkenprotein während des Herstellungsprozesses enzymatisch partiell 
hydrolysiert. Als Resultat liegen im System aus quantitativer Sicht deutlich höhere Mengen 
an α-Aminogruppen vor. Diese können nun während der Prozessierung und Lagerung der 
Säuglingsnahrung mit den ebenfalls enthaltenen reduzierenden Zuckern, vornehmlich mit 
Lactose, zu den Produkten der frühen Phase der Maillard-Reaktion reagieren. Eine 
umfassende Beurteilung des Glykierungsstatus in peptidhaltigen Lebensmitteln wie den 
hypoallergenen Säuglingsnahrung allein über die Glykierung der Lysinseitenketten wäre 
demzufolge nicht möglich. So war es von Interesse eine Methode zu etablieren, die neben der 
Seitenkettenderivatisierung (Nε-Lactosyllysin) auch die N-terminale Amadori-
Produktbildung berücksichtigt. Ein Ansatz einer solchen Methode ist die indirekt 
Bestimmung der N-terminalen Amadori-Produkte durch ihre korrespondierenden α-N-(2-
Furoylmethyl)derivate nach reproduzierbarer saurer Hydrolyse an einer Furosin-spezifischen 
Säule analog der bereits etablierten Bestimmung des Furosins resultierend aus der ε-N-
Lactosylderivatisierung der Lysinseitenketten (vgl. Abschnitt 2.2.1.1). 
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4.1.1 Identifizierung der N-(2-Furoylmethyl)aminosäuren (FMAAs) nach saurer 
Hydrolyse in hypoallergenen Säuglingsnahrungen 
 
Zunächst wurden verschiedene hypoallergene Säuglingsnahrungen im Vergleich zu 
konventionellen Nahrungen mit intaktem Molkenprotein und Muttermilch unter definierten 
Bedingungen (110 °C, 23 h, 7.95 N Salzsäure) der sauren Hydrolyse unterworfen und 
anschließend an einer für die Furosin-Routineanalytik empfohlenen C8-HPLC-Säule 
aufgetrennt (vgl. Abschnitt 3.5). Neben dem bekannten Furosin eluierten nur in den 
hypoallergenen Säuglingsnahrungen zwei weitere Substanzen, die ein UV-Maximum bei 
278 nm aufwiesen. Die Peaks zeigten eine zu den Hydrolysatreferenzlösungen aus den 
Inkubationen von Lactose mit Alanin bzw. ε-N-Acetyllysin identische Retentionszeit bei 
10,5 bzw. 24,0 min (vgl. Abb. 4.1-1). Durch zusätzliche Aufnahme von UV- und 
Massenspektren mittels Diodenarraydetektion bzw. Messungen via ESI-ToF-MS (positiver 
Modus), konnten die zwei unbekannten Verbindungen eindeutig dem α-N-(2-
Furoylmethyl)alanin (FM-Ala; m/z 198,13) und dem α-N-(2-Furoylmethyl)lysin (FM-Lys; 
m/z 255,18) zugeordnet werden (vgl. Abb. 4.1-1). Ein Lysinderivat, das sowohl an der ε- als 
auch an der α-Aminogruppe glykiert vorliegt, wurde dagegen nicht detektiert. Vermutlich 
wird nach Modifizierung einer der beiden Aminogruppen aus sterischen Gründen der erneute 
Angriff an die andere Aminofunktion verhindert. 
Ebenfalls unter Verwendung der Routinemethode für Furosin gelang Sanz et al. und del 
Castillo et al. die Identifizierung einiger α-N-(2-Furoylmethyl)aminosäuren (FMAAs) 
resultierend aus den Amadori-Produkten der freien Aminosäuren (Sanz et al., 2000; del 
Castillo et al., 2002). Sie quantifizierten FM-Ala, α-FM-Lys, FM-Arg (α-N-(2-
Furoylmethyl)arginin) und γ-N-(2-Furoylmethyl)aminobuttersäure zusammen mit Furosin in 
prozessierten Lebensmitteln, die vornehmlich aus freien polaren Aminosäuren bestanden. 
Die Adaptierung der schon etablierten Furosin-Routineanalytik nach Resmini et al. (1990) 
birgt jedoch zwei große Probleme in sich. Zum einen erfolgt an der verwendeten C8-Säule 
nur eine Trennung der hydrophileren Furoylmethylderivate. In HA-Nahrungen, welche eine 
Vielzahl an Peptiden enthalten, sind die Hauptquellen für die Amadori-Produktbildung 
jedoch die eher hydrophoberen N-Termini der Peptid-gebundenen Aminosäuren. Zum 
anderen müsste das Kaliumchlorid-haltige Eluentensystem für eine zusätzliche 
Charakterisierung neuer (Furoylmethyl)aminosäuren per LC-MS zunächst auf ein salzfreies 
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System übertragen werden. So wurde zusätzlich zur Routineanalytik des Furosins eine 
HPLC-Methode mit einem MeOH/Wasser-Eluentensystems und einer hydrophoberen C18-
Säule entwickelt. Die Detektion erfolgte wie auch bei der konventionellen Furosin-Analytik 
über UV-Detektion bei 280 nm. 
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Abb. 4.1-1: HPLC-Chromatogramme der sauren Hydrolysate einer HA-Nahrung (schwarze Linie) und einer 
Pre-Nahrung (blaue Linie) oben sowie der dazugehörigen Referenzsubstanzen unten; a) u. c) RP-HPLC mit 
C18-Säule; b) und d) C8-Säule Methode nach Resmini et al. (1990) (Durchführung: 3.5) 
  
Mit der entwickelten Methode konnten nach Analyse aller Proben drei weitere 
Hauptglykierungsprodukte exklusiv in den HA-Nahrungen detektiert werden. Die eindeutige 
Identifizierung der FMAAs resultierend aus N-Lactosylvalin (FM-Val; m/z 226,16), 
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N-Lactosylleucin (FM-Leu; m/z 240,18) und N-Lactosylisoleucin (FM-Ile; m/z 240,18) 
gelang über den Vergleich der Retentionszeiten mit entsprechend synthetisierten 
Vergleichssubstanzen (vgl. Abb. 4.1-1) sowie der Aufnahme von UV- bzw. MS-Spektren 
mittels Diodenarraydetektion bzw. Messungen via ESI-ToF-MS (positiver Modus). 
Durch die zwei verschiedenen Methoden konnten demzufolge insgesamt fünf N-terminale 
Hauptglykierungsprodukte neben Nε-Lactosyllysin in den HA-Nahrungen erfolgreich 
identifiziert werden (vgl. Abb. 4.1-2). So weit bekannt ist dies die erste Dokumentation von 
N-terminal glykierten Peptiden in Lebensmitteln. 
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Abb. 4.1-2: Strukturen der identifizierten ε- bzw. α-N-2-(Furoylmethyl)aminosäuren in HA-Nahrungen nach 
saurer Hydrolyse (110 °C; 7,95 N HCl; 23 h) 
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Das Phänomen, dass hauptsächlich hydrophobere Aminosäuren von der Glykierung in HA-
Nahrungen betroffen sind, liegt vermutlich an der Tatsache, dass das als Ausgangsmaterial 
eingesetzte Molkenprotein gezielt in den hydrophoben Regionen enzymatisch gespalten wird, 
um die Entstehung von Bitter-Peptiden zu vermeiden. 
Nach diesem Ergebnis war es von großem Interesse, die identifizierten FMAAs in 
verschiedenen hypoallergenen Säuglingsnahrungen im direkten Vergleich zu den 
proteinhaltigen konventionellen Säuglingsnahrungen und der Muttermilch zu quantifizieren. 
Da die Umsetzung aus dem Amadori-Produkt zum korrespondierenden Furoylmethylderivat 
nicht vollständig erfolgt, ist es zudem für die Beurteilung des originären Glykierungsstatus 
von elementarer Bedeutung, in welchem Umfang die Bildung unter den definierten 
Hydrolysebedingungen erfolgt und ob dies reproduzierbar ist.  
 
 
4.1.2 Darstellung der Referenzsubstanzen und Bestimmung der 
Überführungsfaktoren 
 
Um den genauen Umsatz vom Amadori-Produkt zum Furoylmethylderivat während der 
sauren Hydrolyse zu bestimmen, war es bislang notwendig, die Edukte und Produkte in ihrer 
reinen Form zunächst darzustellen. Zur Vermeidung dieser sehr Zeit aufwendigen Prozedur, 
wurde ein Verfahren entwickelt, wodurch es möglich war, den Gehalt an Amadori-Produkt 
bzw. Furoylmethylderivat direkt in der Ansatzlösung zu bestimmen.  
Zunächst wurden die Ausbeuten bei der Herstellung der Amadori-Produktlösungen optimiert. 
Die Darstellung der Amadori-Produkte erfolgte in Anlehnung an Krause et al. im quasi 
wasserfreien Medium (Methanol und DMSO) durch Inkubation der Aminosäure mit Lactose 
unter Rückfluss (Krause et al., 2003). Dabei zeigten Lysin und Isoleucin ein Optimum bei 
einer Inkubationszeit von 4-5 Stunden, während Alanin, Valin und Leucin den größten 
Umsatz zum Amadori-Produkt nach 7-8 Stunden aufwiesen. 
Im Rahmen des neuen Verfahrens wird nun der absolute Stickstoffgehalt der Amadori-
Produkte bzw. nach saurer Hydrolyse (7,95 N Salzsäure, 23 h, 110 °C) der 
korrespondierenden Furoylmethylderivate über RP-HPLC mit stickstoffsensitiver Detektion 
(CLND) direkt in den Inkubationslösungen bestimmt (vgl. Abb. 4.1-3). Die Kombination aus 
HPLC und CLND ist bekannt als eine selektive und spezifische Methode für die Bestimmung 
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der underivatisierten Aminosäuren in komplexen Matrizes oder Peptid-Hydrolysaten 
(Fujinari & Manes, 1994; Petritis et al., 2001). Dementsprechend wurden, unter 
Berücksichtigung der theoretischen Stickstoffgehalte der Verbindungen, die Konzentrationen 
der AP- und FMAAs-Lösungen mittels externer Kalibrierung durch eine Koffein-
Standardlösung bestimmt (vgl. Abb. 4.1-3). 
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Abb. 4.1-3: RP-HPLC-Chromatogramme mit UV-Detektion (blaue Linie) und Detektion mittels CLND 
(schwarze Linie); (a) Erhitzte Inkubation von Lactose mit Leucin (b) saures Hydrolysat der Inkubation von 
Lactose mit Leucin (Durchführung: 3.4) 
 
Die Verifizierung der Identitäten der Furoylmethylderivate und Aminosäuren erfolgte zum 
einen durch gleichzeitige UV-Detektion, zum anderen durch zusätzlich aufgenommene 
Massenspektren bei den entsprechenden Retentionszeiten via LC-ESI-ToF-MS. So konnten 
auch die molaren Massen der Amadori-Produkte aus dem m/z Verhältnis der Massenspektren 
in den synthetisierten Amadori-Produktlösungen bestätigt werden.  
Durch den direkten Vergleich der durch die CLND-Methode erhaltenen molaren Gehalte an 
Amadori-Produkt und korrespondierender Furoylmethylaminosäure ist es nun möglich, die 
entsprechenden Überführungsfaktoren zu kalkulieren (vgl. Tab. 4.1-1). So konnte gezeigt 
werden, dass 50 % des α-N-Acetyl-ε-N-Lactulosyllysins, welches das resultierende Amadori-
Produkt aus α-N-Acetyllysin darstellt, zu Furosin während der sauren Hydrolyse 
(7,95 N Salzsäure, 23 h, 110 °C) umgesetzt wird. Dieses Resultat steht in sehr guter 
Übereinstimmung zu den Ergebnissen von Krause et al., welche einen Umsatz von 46 % 
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bzw. 50 % aus den synthetisch rein dargestellten Nε-Fructosyllysins bzw. Nε-Lactulosyllysins 
zum Furosin dokumentierten (Krause et al., 2003). 
Interessanterweise waren im Vergleich zu diesem Ergebnis die Umsätze der N-terminalen 
Amadori-Produkte signifikant geringer. So wurde nur eine Umsetzung von ca. 18 % des 
Amadori-Produktes von ε-N-Acetyllysin bzw. 6-7 % der Amadori-Produkte von Alanin, 
Valin, Isoleucin und Leucin zu den korrespondierenden FMAAs beobachtet (vgl. Tab. 4.1-1). 
 
Tab. 4.1-1: Gehalte an FMAAs ± Standardabweichung (6-fach-Bestimmung) nach saurer Hydrolyse 
(7,95 N HCl; 110 °C; 23 h) der Amadori-Produkte und die daraus resultierenden Überführungsfaktoren 
(Durchführung: 3.3 und 3.4) 
Amadori-Produkt (AP) von: Gehalte an FMAAs nach 
saurer Hydrolyse der AP [%] 
Überführungsfaktoren 
α-N-Acetyllysin 49,9 ± 0,6 2,0 
ε-N-Acetyllysin 18,1 ± 0,6 5,5 
Alanin 6,0 ± 0,3 16,7 
Valin 6,3 ± 0,5 15,9 
Isoleucin 6,6 ± 0,1 15,2 
Leucin 7,0 ± 0,6 14,3 
 
Die Ursache für dieses Phänomen könnten elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den 
positiv geladenen Hydroxyl- und Aminogruppen während der sauren Hydrolyse sein. So ist 
neben dem spezifischen Vermögen der Amadori-Produkte zur 1,2- und 2,3-Enolisierung, 
auch die Neigung zur Dehydratisierung infolge der vorangegangenen Protonierung von 
entscheidender Bedeutung in Hinblick auf das Produktspektrum während der sauren 
Hydrolyse (vgl. Abb. 4.1-4). Dabei ist für die FMAAs-Bildung die 2,3-Enolisierung des 
ε-N-Amadori-Produktes sowie die anschließende Dehydratisierung infolge der Protonierung 
der Hydroxylgruppe an Position 4 von entscheidender Bedeutung (vgl. auch Abschnitt 2.2.1 
und Abb. 2.2-2). Demgegenüber bildet sich die nicht erwünschte originäre Aminosäure aus 
dem 1,2-Enaminol über Dehydratisierung der Hydroxylgruppe an Position 3 zurück. Nach 
Krause (2005) ist die Auswirkung der protonierten Aminogruppe am Enaminol des ε-N-
Amadori-Produktes auf die Hydroxylgruppe an Position 3 so stark (vgl. Struktur (c) in 
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Abb. 4.1-4), dass eine Protonierung dieser Hydroxylgruppe behindert wird. Dagegen wird die 
Protonierung der Hydroxylgruppe an Position 4 kaum beeinflusst (vgl. Struktur (d) in 
Abb. 4.1-4), so dass diese im Zuge der Furosinbildung dehydratisiert werden kann. Im 
Resultat wird aus dem ε-N-Amadori-Produkt so über den Reaktionsweg des 2,3-Enaminols 
vermehrt Furosin gebildet, wobei die Rückbildung der Aminosäuren minimiert wird (Krause, 
2005). Im Fall des α-N-Amadori-Produktes liegen jedoch vermutlich die funktionellen Reste 
der N-terminalen Aminosäure wie z.B. die protonierte ε-Aminogruppe des Lysins in direkter 
Nachbarschaft zur Hydroxylgruppe an Position 4 (vgl. Struktur (a) in Abb. 4.1-4), wodurch 
eine Protonierung und anschließende Dehydratisierung an dieser Stelle stark behindert wird 
und darausfolgend auch die FMAAs-Bildung beeinträchtigt wäre. In diesem Fall scheint eine 
bevorzugte Protonierung und anschließende Dehydratisierung der Hydroxylgruppe an 
Position 3 wahrscheinlich (vgl. Struktur (b) in Abb. 4.1-4), wodurch die vermehrte 
Rückbildung der originären Aminosäure aus dem α-N-Amadori-Produkt zu erklären wäre.  
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Abb. 4.1-4: Struktur des peptidgebundenen 2,3-Enaminols des α-N-Amadori-Produktes (a) und des 
ε-N-Amadori-Produktes (c) bzw. des peptidgebundenen 1,2-Enaminols des α-N-Amadori-Produktes (b) und des 
ε-N-Amadori-Produktes (d) 
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Die bisher beschriebenen Untersuchungen beruhen auf der Bildung des Amadori-Produktes 
aus der freien Aminosäure. In den untersuchten hypoallergenen Säuglingsnahrungen liegen 
die Aminosäuren jedoch größtenteils in Peptidverbänden vor. Aus diesem Grund wurden die 
Ausbeuten zusätzlich aus den glykierten Peptiden Leu-Gly und Leu-Gly-Gly ermittelt. Im 
Resultat ergaben sich vergleichbare Ausbeuten und Überführungsfaktoren. Demzufolge ist es 
legitim, durch Quantifizierung der Furoylmethylderivate nach definierter saurer Hydrolyse 
und unter Verwendung der ermittelten Überführungsfaktoren, Rückschlüsse auf den 
originären Glykierungsstatus im peptidhaltigen Lebensmittel zu ziehen. 
 
 
4.1.3 Quantifizierung der N-(2-Furoylmethyl)aminosäuren nach saurer Hydrolyse in 
hypoallergenen Säuglingsnahrungen 
 
Nach der erfolgreichen Identifizierung der fünf N-terminalen Hauptglykierungsprodukte 
neben Nε-Lactulosyllysin in HA-Nahrungen war es nun von großem Interesse, die Mengen 
der N-terminalen Glykierungsprodukte im Vergleich zur bekannten Seitenketten-
derivatisierung auch quantitativ zu erfassen. Zu diesem Zweck wurden 7 verschiedene HA-
Nahrungen, vier konventionelle Säuglingsnahrungen mit intaktem Molkenprotein und zwei 
Muttermilchproben nach standardisierter saurer Hydrolyse (7,95 N Salzsäure, 110 °C, 23 h) 
untersucht. Die Quantifizierung der polareren FMAAs erfolgte zusammen mit Furosin über 
die Routine-Methode nach Resmini et al. (1990) an einer C8-Säule, während der Gehalt an 
den unpolareren FMAAs mit der neu entwickelten Methode unter Verwendung einer C18-
Säule bestimmt wurde (vgl. Abschnitt 3.5). Zur externen Kalibrierung wurde in beiden 
Methoden ein kommerzieller Furosinstandard eingesetzt, der sich schon bei Sanz et al. bei 
der Bestimmung der Furoylmethylderivate in Hydrolysatlösungen von prozessierten 
aminosäurehaltigen Lebensmitteln als erfolgreich erwies (Sanz et al., 2000). 
Der ermittelte Furosingehalt lag in den sauer hydrolysierten HA-Nahrungen bei 
1411-2410 µmol/100 g Protein (359-613 mg/100g Protein). Tendenziell geringere Gehalte 
von 1081-1458 µmol/100 g Protein (275-371 mg/100 g Protein) wurden in den 
Hydrolysatlösungen der konventionellen Säuglingsnahrungen bestimmt. In den 
hydrolysierten Muttermilchproben lagen die quantifizierten Mengen um zwei 
Zehnerpotenzen niedriger bei 18 µmol/100 g Protein (5 mg/100 g Protein). 
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Im Vergleich dazu wurden Gehalte an α-FM-Lys und FM-Ala von 35-167 µmol/100 g 
Protein (24-61 mg/100 g Protein) bzw. 119-310 µmol/100 g Protein (24-61 mg/100 g 
Protein) in den in den sauer hydrolysierten HA-Nahrungen ermittelt (vgl. Tab. 4.1-2). 
Vergleichbare Mengen konnten auch an den hydrophoberen FMAAs quantifiziert werden. 
Dabei stellt FM-Leu mit Gehalten von 163-396 µmol/100 g Protein (39-95 mg/100 g Protein) 
das Hauptderivat in den sauer hydrolysierten HA-Nahrungen dar. Die korrespondierenden 
Gehalte für FM-Ile und FM-Val, als weitere Derivate von essentiellen Aminosäuren, lagen 
bei 105-232 µmol/100 g Protein (25-56 mg/100 g Protein) bzw. 69-214 µmol/100 g Protein 
(16-48 mg/100 g Protein) (vgl. Tab. 4.1-2). Unter Berücksichtigung der Nachweisgrenze von 
0,03 µmol/l konnten dagegen weder in den Hydrolysatlösungen der konventionellen 
Säuglingsnahrungen noch in den Muttermilchproben FMAAs detektiert werden. 
Die quantifizierten Gehalte liegen damit deutlich über den von Garcia-Banos et al. 
bestimmten Gehalten für α-FM-Lys (18-24 mg/100 g Protein) und FM-Ala (14 mg/100 g 
Protein) in Säuglingsnahrungen mit intakten Protein. Die hydrophoberen FMAAs konnten 
von Garcia-Banos et al. aufgrund der fehlenden Analytik nicht quantifiziert werden (Garcia-
Banos et al., 2005).  
 
Tab. 4.1-2: Gehalte an FMAAs und an AP (Amadori-Produkt) in 7 HA-Nahrungen inkl. der ÜF 
(Überführungsfaktoren), bestimmt nach saurer Hydrolyse (7,95 N HCl; 110 °C; 23 h); im Vergleich dazu der 
Gehalte an AS (Aminosäure) im Molkenprotein aus (Belitz et al., 2001) sowie die daraus berechnete 
Modifizierung der AS durch AP-Bildung (Durchführung: 3.4 und 3.5) 
FMAAs  FMAAs in  
HA-Nahrungen 
[µmol/ 
100 g Protein] 
ÜF AP in  
HA-Nahrungen 
[µmol/ 
100 g Protein]  
AS im 
Molkenprotein 
[mmol/ 
100 g Protein] 
resultierende 
AS-Modifizierung 
[%] 
Furosin  1411-2410  2,0 2822-4820 65,7 (Lys) 4,3-7,3 
α-FM-Lys 35-167  5,5 193-919 65,7 (Lys) 0,3-1,4 
FM-Ala  119-310 16,7 1987-5177 61,7 (Ala) 3,2-8,4 
FM-Val 69-214 15,9 1097-3403 64,0 (Val) 1,7-5,3 
FM-Ile  105-232 15,2 1596-3526  53,4 (Ile) 2,8-6,2 
FM-Leu  163-396 14,3 2331-5663  90,0 (Leu) 2,8-6,7 
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Ähnlich wie bei Sanz et al. für FM-Ala in getrockneten Früchten beschrieben, konnte auch 
bei der Lagerung der HA-Nahrungen bei 37 °C bzw. 60 °C eine Zunahme der identifizierten 
α-FMAAs neben Furosin in den sauren Hydrolysaten dokumentiert werden. Dabei beträgt 
die Zunahme ca. 25 % bei einer Lagerung von 4 Wochen unter 37 °C. Eine deutlich größere 
Steigerung war jedoch in den bei 60 °C gelagerten Proben zu verzeichnen. Dort konnten nach 
4 Wochen Lagerung bis zu 7-fach höhere Gehalte an FMAAs in Bezug zur 
Ausgangskonzentration gemessen werden. Zwar steigt der Gehalt an FMAAs als Zeichen 
einer gesteigerten Amadori-Produktbildung fast linear innerhalb der ersten Wochen an, 
danach überwiegen jedoch die Weiterreaktionen der Amadori-Produkte die Neubildung, 
sodass die Menge an detektierten FMAAs in den sauren Hydrolysaten wieder abnimmt (vgl. 
Abb. 4.1-5). In den ebenfalls untersuchten konventionellen Säuglingsnahrungen konnte 
dagegen weder bei 37 °C noch bei 60 °C eine Bildung der FMAAs nach saurer Hydrolyse 
beobachtet werden. Daraus folgt, dass thermisch induzierte Spaltungen der Molkenproteine 
zu Peptiden und eine denkbare Neubildung von Amadori-Produkten unten den gewählten 
Lager-Bedingungen nicht stattfinden. 
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Abb. 4.1-5: Gehalt an α-FMAAs in der HA-Nahrung nach saurer Hydrolyse während der Lagerung bei 37 °C 
(▲) und bei 60 °C (    ) über ein Zeitraum von 10 Wochen (Durchführung:3.5) 
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Zwar liegen die in Tab. 4.1-2 gezeigten α-FMAAs-Gehalte bis zu einer Zehnerpotenz unter 
den Furosin-Gehalten, berücksichtigt man jedoch die zuvor ermittelten Überführungsfaktoren 
(vgl. Abschnitt 4.1.2) und die Verteilung der Aminosäuren im zugesetzten Molkenprotein 
ergeben sich vergleichbare Aminosäure-Modifizierungen von bis zu 8 % in den HA-
Nahrungen (vgl. Tab. 4.1-2). Im Vergleich zu den ebenfalls bestimmten CML- 
(252 µmol/100 g Protein) und Pyrralin-Gehalten (154-328 nmol/100 g Protein) als Parameter 
der fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion in erhitzten Milchprodukten findet die 
Amadori-Produktbildung in den HA-Nahrungen demzufolge in einem 10- bzw. 10000-fach 
höherem Maße statt. Darüber hinaus demonstriert der relativ hohe Anteil an glykierten 
essentiellen Aminosäuren neben Lysin an der Gesamtderivatisierung die Bedeutung der N-
terminalen Glykierung als Qualitätsparameter für die frühe Phase der Maillard-Reaktion in 
erhitzten oder gelagerten peptidhaltigen Lebensmitteln. Ein spezieller Fokus sollte auf 
hypoallergene Säuglingsnahrungen liegen, da diese als Alleinnahrung in den ersten 3 bis 4 
Lebensmonaten dienen. In diesem speziellen Fall kann durch die N-terminale 
Derivatisierungen in Addition zur Lysinmodifizierung eine mögliche negative 
ernährungsphysiologische Implikation nicht ausgeschlossen werden. In Konsequenz dieser 
Tatsache sollte der Glykierungsstatus in HA-Nahrungen minimiert werden. Dafür sind 
generell zwei Ansatzpunkte denkbar. Im ersten Fall ist ein möglicher Einfluss der 
Peptidgrößenverteilung in der HA-Nahrung auf den Glykierungsstatus zu diskutieren. Zu 
diesem Zweck wurden die HA-Nahrungen mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) 
nach ihrer Peptidgröße aufgetrennt (vgl. Abschnitt 3.6). Der so erhaltene jeweilige Anteil der 
Peptidfraktion < 1 kDa an der Gesamtpeptidfraktion gibt Auskunft über den Hydrolysegrad 
(enzymatisch) des zugesetzten Molkenproteins in den HA-Nahrungen. So gibt es einen 
Zusammenhang zwischen der Gesamtmenge an N-terminalen Furoylmethyl-Derivaten nach 
saurer Hydrolyse und dem Anteil an kurzkettigen Peptiden in den jeweiligen HA-Nahrungen, 
d.h. je stärker das Molkenprotein in der originären HA-Nahrung enzymatisch hydrolysiert 
vorliegt, desto höher war das Ausmaß der Derivatisierung (vgl. Abb. 4.1-6). Gleichzeitig ist 
aus der Korrelation (R2 = 0,89) in Abb. 4.1-6 ersichtlich, dass vermutlich zwei verschiedene 
Enzymsysteme zur Hydrolyse des Molkenpulvers von den Herstellern zum Einsatz kamen. 
Während das eine Enzymsystem nur 30 % der Proteinmenge zu Peptiden < 1kDa hydrolysiert 
und damit zu einer Menge an FMAAs von ca. 550 µmol/100 g Protein führt, resultiert aus 
dem anderen Enzymsystem ein Anteil von durchschnittlich 45 % an der Fraktion < 1 kDa 
was mit einer Verdopplung der Glykierung am zugesetzten Molkenprotein einhergeht. Wenn 
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man nun beiden Hydrolysesystemen die Senkung des Allergiepotentials in vergleichbarem 
Maße unterstellt, scheinen die hypoallergenen Nahrungen mit den längerkettigen Peptiden 
aus ernährungsphysiologischer Sicht geeigneter zu sein. 
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Abb. 4.1-6: Korrelation der Gehalte an N-terminalen FMAAs in 7 HA-Nahrungen nach saurer Hydrolyse mit 
dem jeweiligen Anteil der GPC-Fraktion < 1 kDa resultierend aus der Bestimmung der Peptidgrößenverteilung 
(Durchführung: 3.5 und 3.6) 
 
Neben dem beschriebenen Einfluss auf den Hydrolyse- und damit auch auf den 
Glykierungsgrad im zugesetzten Molkenprotein, ist auch eine gezielte Einwirkung auf den 
Trocknungsprozess des Molkenpulvers während der Herstellung denkbar. So könnte durch 
eine schonendere Prozessführung bei niedrigeren Temperaturen die Bildung von Amadori-
Produkten vermindert werden. Tatsächlich wurden in ebenfalls untersuchten hypoallergenen 
Spezialnahrungen, die aus Apotheken bezogen wurden, keine oder nur sehr geringe Gehalte 
an FMAAs nach saurer Hydrolyse detektiert. In einem Großteil der Spezialnahrungen liegt 
das zugesetzte Molkenprotein völlig enzymatisch hydrolysiert vor und wird Säuglingen mit 
einer bereits bestehenden Kuhmilchallergie verabreicht. Vermutlich werden diese 
Spezialnahrungen unter milderen Bedingungen hergestellt und unterliegen einer strengeren 
Qualitäts-Überwachung, wodurch die Bildung von Glykierungsprodukten im Produkt 
vermieden wird. 
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4.2 Charakterisierung des Gesamtglykierungsstatus am Hämoglobin in vivo  
 
Nach der erfolgreichen Entwicklung einer Methode zur indirekten Bestimmung des 
Glykierungszustandes in peptidhaltigen Lebensmitteln galt es nun im nächsten Schritt, die 
Übertragbarkeit des Verfahrens auch auf komplexe Zellsysteme in vivo zu prüfen. In diesem 
Zusammenhang ist das humane Hämoglobin prädestiniert, da es zum einen leicht in großen 
Mengen zugänglich ist, zum anderen aber auch durch die Neigung zur posttranslationalen 
Glykierung praktische Bedeutung für die klinische Diagnostik hat. Die N-terminal glykierte 
Hämoglobinvariante HbA1c ist das erste Protein, welches als Maillard-Reaktionsprodukt in 
vivo identifiziert wurde (Rahbar et al., 1969). Dabei ist überwiegend der N-terminale 
Valin-Rest der β-Kette im Glykierungsgeschehen involviert (vgl. Abschnitt 2.2.3). Bis heute 
wird der HbA1c-Wert zur retrospektiven Beurteilung des Blutzuckerspiegels bei Patienten mit 
Diabetes mellitus herangezogen (Koenig et al., 1976b; Gabbay et al., 1977). Infolgedessen 
wurden verschiedene Methoden zur Bestimmung des HbA1c-Wertes in klinischen 
Laboratorien entwickelt, wobei aufgrund chromatographischer, elektrophoretischer oder 
immunologischer Bestimmungsmethoden die Angabe des HbA1c-Wertes gewöhnlich als 
Prozentsatz des glykierten Hämoglobins zum Gesamthämoglobin erfolgt. Erst kürzlich wurde 
eine HPLC-MS-Referenzmethode zur HbA1c-Wert-Messung vorgeschlagen, die auf einer 
Quantifizierung des glykierten und nicht glykierten N-terminalen Hexapeptids nach 
enzymatischer Hydrolyse des Hämoglobins beruht (Jeppson et al., 2002). Trotz dieser 
zahlreichen Untersuchungen ist immer noch wenig über die Bildung von individuellen 
Amadori-Produkten am N-Terminus im Vergleich zu den Seitenketten des Lysins im 
humanen Hämoglobin bekannt. Wenn nun die Sensitivität der zuvor für die Beurteilung des 
Glykierungszustandes in peptidhaltigen Lebensmittel entwickelten Methode ausreicht, sollte 
die spezifische Bestimmung der N-terminal gebundenen N-Fructosevalin- bzw. der an der 
Seitenkette gebundenen ε-N-Fructosyllysin-Reste durch ihre korrespondierenden 
Furoylmethylderivate nach saurer Hydrolyse auch am Hämoglobin möglich sein. 
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4.2.1 Identifizierung von Furosin und N-(2-Furoylmethyl)valin nach saurer Hydrolyse 
in Hämoglobinproben von Patienten mit Diabetes mellitus und Urämie 
 
Zunächst wurden die lysierten Erythrozytenlösungen von diabetischen und urämischen bzw. 
gesunden Probanden nach saurer Hydrolyse mit der unter Abschnitt 4.1.3 beschriebenen 
Methode an einer C18-HPLC-Säule aufgetrennt.  
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Abb. 4.2-1: RP-HPLC-Chromatogramm einer sauer hydrolysierten Globinprobe eines Patienten mit Diabetes 
mellitus und Urämie inklusive der UV-Spektren (DAD) und der dahinter verborgenen Strukturen an den 
Retentionszeiten 5,6 min (Furosin) und 27,5 min (FM-Val) (Durchführung: 3.7) 
 
Im Gegensatz zu den hypoallergenen Säuglingsnahrungen konnte in dieser komplexen 
Matrix keine Auftrennung der zu erwartenden Furoylmethylderivate erreicht werden. Die 
Aufarbeitung der lysierten Erythrozytenlösung vor der sauren Hydrolyse wurde deshalb 
modifiziert. Das Globin wurde zunächst durch Fällung in kaltem saurem Aceton (2 % 
Salzsäure, -20 °C) aus dem Hämoglobin der Erythrozytenlösung gewonnen und anschließend 
vom Häm-haltigen Überstand abgetrennt. Im Resultat erhielt man ein weißes Proteinpulver. 
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Durch diesen zusätzlichen Aufarbeitungsschritt konnten sowohl die zuvor aufgetretenen 
Störungen im chromatographischen Bild deutlich gemindert werden als auch möglichen 
Problemen während der massenspektroskopischen Messung durch die Entfernung der 
Eisenionen zusammen mit dem Häm-Farbstoff vorgebeugt werden. 
Nach diesen Aufarbeitungsschritten resultiert ein RP-HPLC-Chromatogramm wie in 
Abb. 4.2-1 dargestellt. Durch Retentionszeitenvergleich mit Standardsubstanzen zeigte sich 
an den erwarteten Retentionszeiten von Furosin (5,6 min) und FM-Val (27,5 min) keine 
ausreichende Peaktrennung. Dennoch erhielt man sowohl in den sauer hydrolysierten 
Globinproben von Patienten mit Diabetes mellitus und Urämie als auch in den Proben 
gesunder Probanden typische Massenspektren (vgl. Abb. 4.2-2 und Abb. 4.2-3) via LC-ESI-
ToF-MS bzw. UV-Spektren via DAD (vgl. Abb. 4.2-1), welche die Existenz von Furosin 
(m/z = 255,2, UVmax = 278 nm) bei 5,6 min und FM-Val bei ca. 27,5 min (m/z = 226,2, 
UVmax = 278 nm) bestätigten. Eine Quantifizierung der FM-Derivate lediglich über RP-
HPLC war jedoch aufgrund zahlreicher coeluierender Substanzen nicht möglich. 
Eine Methode, die eine sichere Quantifizierung der Substanzen trotz Coelution verspricht ist, 
die Isotopenverdünnungsanalyse via LC-MS. Im Zuge dieser Methode wird der Probe ein 
nicht natürlicher Isotopenstandard des Analyten mit bekannter Isotopenverteilung und 
Konzentration durch Standardaddition zugesetzt. Mittels massenselektiver Detektion der 
Probe ist so ein Vergleich der Isotopenverteilung zwischen Analyt und Isotopenstandard 
möglich, der eine hochpräzise Bestimmung des Analyten in der Probe zulässt. Weitere große 
Vorteile der Methode sind der Ausgleich möglicher Substanzverluste durch den Zusatz des 
Isotopenstandards und die Möglichkeit der Einpunktkalibrierung. So findet die 
Isotopenverdünnungsanalyse bereits erfolgreich Anwendung bei der Bestimmung von 
Peptiden aus hydrolysierten Proteinen (Barr et al., 1996). Analog sollte es mit diesem 
Verfahren auch möglich sein, Furosin und FM-Val als Indikatoren der frühen Phase der 
Maillard-Reaktion am humanen Hämoglobin durch Standardaddition ihrer isotopen-
markierten Derivate sicher in den Hydrolysatlösungen zu bestimmen. Ein langlebiger 
strukturanaloger Isotopenstandard könnte zum Beispiel kostengünstig durch 13C markierte 
Glucose synthetisiert werden.  
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 Abb. 4.2-2: Massenspektrum aufgenommen via LC-ESI-ToF-MS an einer  
 Retentionszeit von 5,6 min (Furosin) 
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 Abb. 4.2-3: Massenspektrum aufgenommen via LC-ESI-ToF-MS an einer  
 Retentionszeit von 27,5 min (FM-Val) 
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4.2.2 Darstellung und Charakterisierung der isotopenmarkierten 
Standardverbindungen 
 
Für die Isotopenverdünnungsanalyse wurden aus der Inkubation von 13C-D-Glucose und 
Valin bzw. α-N-Acetyllysin und anschließender saurer Hydrolyse die entsprechenden 
Isotopomere 13C-FM-Val und 13C-Furosin isoliert. Dabei erwies sich ein 3-facher Überschuss 
an Aminosäure als positiv in Bezug auf die Ausbeute (bis 25 % größerer Umsatz) an 
Amadori-Produkt bzw. Furoylmethylderivat. Durch semipräparative Isolierung der isotopen-
markierten FMAAs aus dem Inkubationsansatz wurden schließlich die Standardsubstanzen in 
einer hohen chromatographischen Reinheit von > 99 % gewonnen (vgl. Abb. 4.2-4).  
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Abb. 4.2-4: RP-HPLC-Rechromatogramme der isolierten markierten Standardverbindungen (13C)-Furosin und 
(13C)-Valin mit UV-Detektion inklusive der dazugehörigen Strukturen (Durchführung: 3.7) 
 
Die Ausbeuten lagen bei 4,2 % für 13C-FM-Val bzw. 6,3 % für 13C-Furosin in Bezug auf die 
eingesetzte Glucose. Die relativ niedrigen Ausbeuten waren aufgrund von Verlusten während 
der sauren Hydrolyse zu erwarten. So wird nur ca. 50 % des ε-N-Fructosyllysins auch in 
Furosin überführt (Krause et al., 2003). Noch entsprechend niedrigere Umsätze wurden aus 
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N-Lactosylvalin zu FM-Val beobachtet (vgl. Abschnitt 4.1.2). Da es sich im Gegensatz zu 
den HA-Nahrungen in vivo vornehmlich um Glucose-modifizierte Amadori-Produkte 
handelt, wurde analog dem N-Lactosylvalin auch der Umsatz an N-Fructosevalin zum 
Furoylmethylderivat mittels RP-HPLC und CLND analysiert. Dabei zeigte sich ein Umsatz 
von 6,3 %, was einem Überführungsfaktor von 15,9 entspricht und in direkter 
Übereinstimmung zu den Lactosyl-Derivaten steht.  
Durch Massen-, UV- und NMR-Spektroskopie bzw. RP-HPLC wurden die Identitäten von 
13C-Furosin und 13C-FM-Val eindeutig bestätigt (vgl. Abschnitt 3.7.1). Die Stabilität der 
markierten Standardsubstanzen in den Probelösungen während der verschiedenen 
Aufbereitungsschritte nach saurer Hydrolyse konnte experimentell belegt werden. Dazu 
wurde zur Bestimmung der Widerfindung die Konzentration des Isotopenstandards nach 
Zugabe von 7,95 N HCl und Durchführung sämtlicher Aufarbeitungsschritte an der RP-
HPLC analysiert und mit der Ausgangskonzentration verglichen. Die Wiederfindung lag 
sowohl bei 13C-Furosin als auch 13C-FM-Val bei > 99 %. Analog der Bestimmung der 
Überführungsfaktoren (vgl. Abschnitt 4.1.2) wurden auch die Konzentrationen der 13C-
Furosin- und 13C-FM-Val-Standardlösungen via RP-HPLC und CLND exakt bestimmt, bevor 
sie den zu untersuchenden sauer hydrolysierten Probelösungen zudotiert wurden.  
 
 
4.2.3 Quantifizierung des Furosins und N-(2-Furoylmethyl)valins nach saurer 
Hydrolyse in Hämoglobinproben von Patienten mit Diabetes mellitus und 
Urämie 
 
Durch die Zudotierung der markierten Standardsubstanzen vor Aufbereitung der sauren 
Hydrolysatlösungen war es nun möglich, die Gehalte an FM-Val und Furosin simultan via 
Isotopenverdünnungsanalyse und LC-ESI-ToF-MS (positiver Modus) in den hydrolysierten 
Globin-Probelösungen zu bestimmen. In dem Massenspektrum bei einer Retentionszeit von 
27,5 min sind deutlich die entsprechenden m/z-Verhältnisse von [M+1] 226,2 (FM-Val) und 
[M+1] 232,2 (13C-FM-Val) zu erkennen (vgl. Abb. 4.2-5). Der Unterschied entspricht genau 
der Differenz aus den sechs markierten 13C-Atomen des Isotopenstandards und den sechs 
12C-Atomen des Zuckerrestes des Analyten. Die Quantifizierung der FM-Val-Gehalte 
erfolgte nun in den jeweiligen XIC-Chromatogrammen (extracted ion chromatogram) bei 
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einer Retentionszeit von 27,5 min aus dem Verhältnis der absoluten m/z-Intensitäten von 
226,2 des Analyten FM-Val bzw. des isotopenmarkierten Standards von 232,2 (13C-FM-Val).  
 
210 220 230 240 250 260
0
5
10
15
20
25
30 (c)
(b)
(a)
232,2
226,2
In
te
n
s
it
ä
t 
[c
o
u
n
ts
]
m/z
5 10 15 20 25 30 35 40 45
0
20
40
60
80
100
FM-Val
X
IC
 m
/z
 =
 2
3
2
,2
 [
c
o
u
n
ts
]
Zeit [min]
5 10 15 20 25 30 35 40 45
0
20
40
60
80
100
FM-Val (13C)
X
IC
 m
/z
 =
 2
2
6
,2
 [
c
o
u
n
ts
]
Zeit [min]
 
Abb. 4.2-5: Bestimmung des FM-Val in einer sauer hydrolysierten Globinprobe nach Standardaddition mittels 
LC-ESI-ToF-MS: XIC-Chromatogramme (extracted ion chromatogram) aus dem in Abb. 4.2-1 dargestellten 
Chromatogramm bei m/z = 226,2 (a) und m/z = 232,2 (b) bzw. das dazugehörige Massenspektrum bei 27,5 min 
(c) (Durchführung: 3.7 ) 
 
Analog dazu zeigt auch das Massenspektrum bei einer Retentionszeit von 5,6 min die 
entsprechenden m/z-Verhältnisse von [M+1] 255,2 (Furosin) und [M+1] 261,2 (13C-Furosin) 
deutlich (vgl. Abb. 4.2-6). Der Unterschied entspricht ebenfalls genau der Differenz aus den 
sechs markierten 13C-Atomen des Isotopenstandards und den sechs 12C-Atomen des 
Zuckerrestes des Analyten. Aus den jeweiligen XIC-Chromatogrammen (extracted ion 
chromatogram) bei einer Retentionszeit von 5,6 min konnten aus dem Verhältnis der 
absoluten m/z-Intensitäten von 255,2 des Analyten Furosin und des isotopenmarkierten 
Standards von 261,2 (13C-Furosin) die resultierenden Furosin-Gehalte ermittelt werden.  
Die markierten Substanzen fungieren demzufolge analog einer internen Kalibrierung, die 
über den gesamten Arbeitsbereich von 20 bis 1200 µmol FMAAs pro 100 g Protein linear 
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verlief. Die gute Wiederholbarkeit der Methode wurde durch eine Dreifachbestimmung des 
Probenmaterials bestätigt. So betrug die Standardabweichung (n = 3) in der Mehrzahl der 
Proben weniger als 10 %. 
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Abb. 4.2-6: Bestimmung des Furosins in einer sauer hydrolysierten Globinprobe nach Standardaddition mittels 
LC-ESI-ToF-MS: XIC-Chromatogramme (extracted ion chromatogram) aus dem Chromatgramm siehe 
Abb. 4.2-1 bei m/z = 255,2 (a) und m/z = 261,2 (b) bzw. das dazugehörige Massenspektrum bei 5,6 min (c) 
(Durchführung: 3.7) 
 
Insgesamt wurden 14 aufbereitete Globin-Proben von Patienten (41-86 Jahre) mit Diabetes 
mellitus und zum großen Teil auch mit Urämie im Vergleich zu 6 gesunden Probanden 
(Kontrollen) nach saurer Hydrolyse untersucht. Dabei variierten die ermittelten FM-Val-
Gehalte zwischen 3,7 und 9,0 µmol/100 g Protein in den Proben der erkrankten Patienten 
bzw. zwischen 3,3 und 4,9 µmol/100 g Protein in den Proben der Kontrollen. Analog dazu 
variierten die Furosin-Gehalte zwischen 59,6 und 120,5 µmol/100 g Protein in den Proben 
der erkrankten Patienten bzw. zwischen 57,8 und 86,8 µmol/100 g Protein in den Proben der 
gesunden Probanden.  
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Unter Berücksichtigung der ermittelten Überführungsfaktoren von 15,6 bzw. 2,0 konnten nun 
aus den bestimmten FMAAs die korrespondierenden Gehalte an N-Fructosylvalin bzw. Nε-
Fructosyllysin in den originären Proben vor Hydrolyse kalkuliert werden (vgl. Abb. 4.2-7). 
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Abb. 4.2-7: Ermittelte Konzentrationen an N-Fructosylvalin und Nε-Fructosyllysin in lysierten 
Erythrozytenproben von Patienten mit Diabetes mellitus und Urämie (schwarz) bzw. von gesunden Probanden 
(blau) (Durchführung: 3.7) 
 
Im Vergleich zur Isotopenverdünnungsanalyse wurden die Furosin-Gehalte in den Proben 
ebenfalls über die etablierte Methode nach Resmini (1990) mittels HPLC bestimmt und 
anschließend die resultierenden Nε-Fructosyllysin-Gehalte berechnet. Die Nε-Fructosyllysin-
Gehalte beider Methoden sind in Abb. 4.2-8 aufgeführt. Wie man in der Gegenüberstellung 
erkennen kann, ergaben sich vergleichbare Werte, was die Richtigkeit der entwickelten 
Methode unterstreicht. Unter Berücksichtigung der Standardabweichungen (hier nicht 
gezeigt) liegen die Gehalte innerhalb der Fehlertoleranzen beider Bestimmungen.  
Bei Betrachtung der kalkulierten Konzentrationen in Abb. 4.2-7 fällt auf, dass die Daten der 
Amadori-Produkte in den Proben der an Diabetes und Urämie erkrankten Patienten eine 
größere Spanne aufweisen als die entsprechenden Proben der Kontrollen. Dieses Ergebnis 
war jedoch zu erwarten, da nur das Ausmaß der N-terminalen Glykierung des Hämoglobins 
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bei der HbA1c-Messung erfasst wird und direkt von der glykämischen Kontrolle der 
diabetischen Patienten abhängt. Dieser Sachverhalt wird auch in der guten Korrelation der N-
Fructosylvalin-Gehalte mit den dazugehörigen HbA1c-Werten sichtbar (vgl. Abb. 4.2-9).  
 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
0
50
100
150
200
250
300
sdasd
G
e
h
a
lt
 a
n
 N
ε -
F
ru
c
to
s
y
lly
s
in
 [
µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
]
Proben
 Gehalte aus HPLC-Methode nach Resmini (1990)
 Gehalte aus Isotopenverdünnungsanalyse
 
Abb. 4.2-8: Vergleich der Gehalte an Nε-Fructosyllysin aus der HPLC-Methode nach Resmini (1990) (■) und 
aus der Isotopenverdünnungsanalyse (    ) 
 
In einem geringeren Umfang korrelieren die Gehalte an Nε-Fructosyllysin und der HBA1c-
Wert miteinander (vgl. Abb. 4.2-10). Zudem geht der Achsenabschnitt nicht durch den 
Ursprung des Koordinatensystems und ist deutlich größer als bei der Korrelation des N-
Fructosylvalin-Gehaltes mit dem HbA1c-Wert (a = 55 von N
ε-Fructosyllysin vs. a = 6 von N-
Fructosylvalin). Das hat zur Folge, dass aus den bestimmten N-Fructosylvalin-Werten und 
damit auch aus den HbA1c-Werten nicht ohne weiteres auch auf dem Umfang der Glykierung 
an den Seitenketten am Hämoglobin geschlossen werden kann, obwohl der N-Terminus und 
die Seitenkette des Hämoglobins gleichermaßen für eine Glykierung prädestiniert sind und 
demzufolge eigentlich in gleichem Umfang glykiert vorliegen müssten.  
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Abb. 4.2-9: Korrelation des Gehaltes an N-Fructosylvalin mit dem HbA1c-Werten in den Hydrolysatproben der 
erkrankten Personen (Durchführung: 3.1.5 und 3.7) 
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Abb. 4.2-10: Korrelation des Gehaltes an Nε-Fructosyllysin und N-Fructosylvalin in den Hydrolysatlösungen 
aller untersuchter Proben (Durchführung: 3.7) 
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Eine Erklärung für dieses Phänomen ist die Aktivität von Deglykierungsenzymen wie der 
Fructosamin-3-kinase in vivo, die in Abhängigkeit von ihrer individuellen Aktivität den 
Gehalt der Amadori-Produkte an den Seitenketten des Proteins spezifisch beeinflussen (vgl. 
Abschnitt 2.2.3.2). So könnten geringe Gehalte an Nε-Fructosyllysin begleitend von hohen 
Gehalten an N-Fructosylvalin, wie sie in einigen Proben bestimmt wurden, auf eine hohe 
Aktivität des Deglykierungsenzyms in den Erythrozyten zurückzuführen sein. Analog dazu 
könnten geringe Nε-Fructosyllysin-Gehalte und hohe N-Fructosylvalin-Gehalte einen 
Indikator für eine geminderte Deglykierung darstellen. Diese Beobachtungen lassen einen 
intra-individuellen Unterschied in der Kapazität der Deglykierung vermuten und sollten 
deshalb als konstitutioneller Faktor in der Diabetes-Kontrolle mit einbezogen werden. 
Soweit bekannt, ist die hier entwickelte Isotopenverdünnungsanalyse via LC-MS die erste 
Methode die eine simultane Bestimmung des N-terminal-gebundenen Amadori-Produktes 
N-Fructosylvalin und des an der Seitenkette lokalisierten Nε-Fructosyllysins durch die 
korrespondierenden Furoylmethylderivate FM-Val bzw. Furosin in humanen 
Hämoglobinproben erlaubt. Daraus folgend könnten möglicherweise auch nähere Aussagen 
über den Glykierung- und Deglykierungsmechanismus in den Erythrozyten getroffen werden.  
Nicht zuletzt stellt die entwickelte Methode eine interessante und spezifische Alternative für 
die Bestimmung des Gesamtglykierungsstatus von Hämoglobin während der klinischen 
Betreuung von Patienten mit Diabetes Mellitus dar. 
 
 
4.2.4 Untersuchung zur Aktivität der Fructosamin-3-kinase in Erythrozytenlysaten 
von Patienten mit Diabetes Mellitus und Urämie 
 
Da die ermittelten Gehalte an Nε-Fructosyllysin in den Erythrozytenproben im Gegensatz 
zum N-Fructosylvalin nur mäßig mit den HbA1c-Werten korrelierten, wurde ein Einfluss von 
Deglykierungsenzymen wie der Fructosamin-3-kinase (FN3K) diskutiert (vgl. Abschnitt 
4.2.3). Die Fructosamin-3-kinase ist ein Enzym, welches spezifisch die Amadori-Produkte 
der Seitenketten am Protein als Substrat benutzt und durch Phosphorylierung des Substrates 
die Regeneration des Lysins aus dem Amadori-Produkt vermittelt (vgl. Abschnitt 2.2.3.2). 
Auf dieser Diskussionsgrundlage wurden die bereits auf ihren Gehalt an Nε-Fructosyllysin 
analysierten lysierten Erythrozytenproben von Patienten mit Diabetes mellitus und Urämie 
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bzw. der gesunden Probanden (vgl. Abschnitt 4.2.3) auch auf ihre FN3K-Aktivitäten hin 
untersucht. Dazu wurde auf ein bereits durch Krause et al. etabliertes RP-HPLC-Verfahren 
zur Aktivitätsbestimmung der FN3K in lysierten Erythrozytenlösungen zurückgegriffen 
(Krause et al., 2006). 
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Abb. 4.2-11: RP-HPLC-Chromatogramm einer lysierten Erythrozytenprobe nach Inkubation mit α-N-Hippuryl-
ε-N-(1-deoxy-D-fructosyl)lysin (BzGFruK) als Substrat (schwarz); Inkubation der Erythrozytenprobe ohne 
Substrat (blau); Inkubation der Erythrozytenprobe mit Substrat aber erhitzt zur Inaktivierung des Enzyms (rot) 
(Durchführung: 3.8) 
 
Wie in Abb. 4.2-11 ersichtlich eluiert das phosphorylierte Substrat in den inkubierten 
Erythrozytenproben bei ca. 17 min, während in den entsprechend mitgeführten Blindwerten 
keine Phosphorylierung beobachtet werden konnte. Durch Quantifizierung des 
phosphorylierten Substrates (Durchführung siehe Abschnitt 3.8) konnten schließlich die 
jeweiligen Aktivitäten der Fructosamin-3-kinase ermittelt werden. Dabei variierten die 
bestimmten FN3K-Aktivitäten in den lysierten Erythrozytenproben zwischen 2,1 und 
7,6 mU/g Hämoglobin (vgl. Abb. 4.2-12). Tendenziell sind im Mittel die Aktivitäten der 
FN3K in den Proben der gesunden Probanden höher, jedoch ist dieser Unterschied nicht 
signifikant. Auch Delpierre et al. dokumentierten eine große individuelle Variabilität der 
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Enzym-Aktivitäten innerhalb der untersuchten Personengruppe und assoziierte sie mit einem 
Nukleotid-Polymorphismus auf dem FN3K-Gen (Delpierre et al., 2006). So wies 
interessanterweise ein gesunder Proband trotz normalem HbA1c-Wert eine hohe Glykierung 
an der Seitenkette auf, die mit einer starken Erniedrigung der FN3K-Aktivität einherging. 
Besteht folglich für diesen Probanden im Gegensatz zu einem ebenfalls gesunder Probanden 
mit hoher FN3K-Aktivität ein höheres Risiko an Diabetes Mellitus zu erkranken und besteht 
vielleicht unter Berücksichtigung des an Diabetes erkrankten Vaters des Probanden sogar 
eine genetische Indikation der FN3K-Aktivität? Diese resultierenden Fragen müssten durch 
umfangreiche humane Studien erörtert werden. 
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Abb. 4.2-12: Aktivität der Fructosamin-3-kinase in Proben von Patienten mit Diabetes mellitus und Urämie 
(schwarz) bzw. von Proben von gesunden Probanden (blau) (Durchführung: 3.8) 
 
Da der Unterschied zwischen den Aktivitäten der FN3K in den beiden 
Untersuchungsgruppen jedoch nur tendenziell ist, müssen noch andere Faktoren bzw. 
Enzymsysteme existieren, die einen Einfluss auf den Gehalt an Nε-Fructosyllysin in vivo 
ausüben. Unterstützt wird diese These durch eine nur mäßige Korrelation (R2 = 0,45) 
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zwischen den Gehalten an Nε-Fructosyllysin und der Aktivität der FN3K in den lysierten 
Erythrozytenproben von gesunden und erkrankten Probanden (vgl. Abb. 4.2-13). 
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Abb. 4.2-13: Korrelation des Gehaltes an Nε-Fructosyllysin mit der Aktivität der Fructosamin-3-kinase in 
lysierten Erythrozytenproben von gesunden und erkrankten Probanden (Durchführung: 3.7 und 3.8) 
 
Insgesamt betrachtet stellt die erniedrigte Aktivität der FN3K vermutlich einen Risikofaktor 
von vielen dar, der für die Entstehung von Diabetes mellitus verantwortlich ist. Auf der 
Suche nach weiteren Enzymsystemen, die ebenfalls gezielt auf die Glykierung von Proteinen 
in vivo wirken, stellt die entwickelte Isotopenverdünnungsanalyse eine geeignete Methode 
dar, die eine sensitive Quantifizierung der Amadori-Produkte durch ihre korrespondierenden 
Furoylmethylderivate nach saurer Hydrolyse erlaubt.  
 
 
 
 
 
  4 Auswertung und Diskussion 
  - 113 - 
Die fortgeschrittene Phase der Maillard-Reaktion: Bildung von N-terminalen 2(1H)-
Pyrazinonen in Lebensmitteln und in vivo 
 
Dass die N-terminale Glykierung im Zuge der frühen Phase der Maillard-Reaktion sowohl in 
Lebensmitteln als auch in vivo von Bedeutung ist, konnte im ersten Teil der Dissertation 
gezeigt werden. Ferner sollte auch die N-terminale Derivatisierung während der 
fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion einen Einfluss auf die Qualität des 
Lebensmittels ausüben bzw. zur posttranslationalen Proteinmodifizierung im menschlichen 
Körper beitragen. Analog der Derivatisierung der funktionellen Gruppen der Seitenketten in 
Aminosäuren, Peptiden oder Proteinen kann man davon ausgehen, dass die 
α-Dicarbonylverbindungen als reaktive Schlüsselintermediate der fortgeschrittenen Phase der 
Maillard-Reaktion auch an der Modifizierung der N-terminalen Aminogruppen beteiligt sind. 
Durch die Untersuchungen von Prey & Petershofer, van Chuyen et al., Izzo & Ho und nicht 
zuletzt durch Krause et al. konnten die 2(1H)-Pyrazinone als spezifische Produkte aus der 
Reaktion der α-Dicarbonylverbindungen mit dem N-Terminus von Peptiden oder Proteinen 
unter lebensmitteltechnologischen, aber auch physiologischen Bedingungen in vitro 
dokumentiert werden (Prey & Petershofer, 1968; Ho et al., 1992; Izzo & Ho, 1992; Krause 
et al., 2004). Aufgrund dieser vielversprechenden Ergebnisse lag der Fokus des zweiten Teils 
der Dissertation auf einer möglichen 2(1H)-Pyrazinonbildung in Lebensmitteln und in vivo. 
 
 
4.3 Studien zur Bildung von N-terminalen 2(1H)-Pyrazinonen in Lebensmitteln 
 
In den bisherigen Studien zur Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen wurde fast ausschließlich im 
wässrigen Medium gearbeitet, da die asiatischen Forschergruppen vor allem die Relevanz für 
die Farb- und Aromabildung in Soja-Saucen und prozessierten Soja-Produkten sahen. Dafür 
verantwortlich sind nicht nur die Pyrazinone an sich, sondern auch ihre fördernde Rolle bei 
der Bräunung, die vermutlich auf die Reaktion der Pyrazinone mit Zwischenprodukten 
zurückzuführen ist (Van Chuyen et al., 1973a). Ein weiterer wichtiger Faktor ist der 
Geschmack und das Aroma der Pyrazinonstrukturen. So kann der teils bittere Geschmack der 
Peptide in den fermentierten Produkten durch die Pyrazinonbildung zu adstringierend bis 
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leicht säuerlich und mild abgeschwächt werden (vgl. Abschnitt 2.3.1.3). Ein Nachweis der 
Pyrazinonbildung im Lebensmittel blieb bislang jedoch noch aus. 
Nicht nur in wässrigen, sondern auch in trockenen Systemen wie Milchpulver oder 
Backwaren konnte bereits eine Vielzahl an unterschiedlichen AGEs nachgewiesen und 
quantifiziert werden (vgl. Abschnitt 2.3.1.2). Da eine Vielzahl der Pyrazinon-Peptide neben 
ihrer gelblich- braunen Färbung auch durch ein typisches Toast- und Backaroma 
gekennzeichnet sind, liegt die Vermutung nun nahe, dass die Pyrazinonbildung auch in 
trockenen Systemen wie in Backwaren von Bedeutung ist.  
 
 
4.3.1 Bildung und Stabilität von 2(1H)-Pyrazinonen in trockenen Systemen 
 
Bevor die Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen in Modellbackwaren untersucht werden konnte, 
galt es zunächst die Frage zu beantworten, inwiefern die aus den wässrigen 
Modellexperimenten erhaltenen Ergebnisse von Krause auch auf das trockene System 
übertragbar waren (Krause, 2005). Dabei war neben der Abhängigkeit von der Temperatur 
und dem pH-Wert vor allem ein möglicher Einfluss der Wasseraktivität (aw-Wert) auf die 
Pyrazinonbildung von analytischem Interesse. Die Wasseraktivität gibt das Verhältnis 
zwischen dem Dampfdruck (p) im Lebensmittel und dem Dampfdruck des reinen Wassers 
(po) wieder. Zur Messung des aw-Wertes werden in neuerer Zeit entweder Hygrometer 
verwendet, die in einem hermetisch abgeschlossenen Luftraum die Gleichgewichts-
feuchtigkeit zwischen Probe und Luftraum über den Widerstand eines Feuchtesensors 
ermitteln, oder es wird der direkte Zusammenhang zwischen aw-Wert und Taupunkt 
ausgenutzt, indem mit thermostatisiertem Spiegel der Taupunkt der Luft über der Probe 
gemessen wird (Hofstetter et al., 1991). 
Aufgrund der relativ begrenzten Zahl an Literaturquellen, wurden im Hinblick auf das zu 
etablierende trockene Modellsystem die aw-Werte verschiedener Backwaren und ihrer 
Ausgangsteige mittels eines Hygrometers vermessen (vgl. Tab. 4.3-1). Dabei zeigten die 
Frischbackwaren und Teige relativ hohe Wasseraktivitäten von ca. 0,82, wobei kein 
signifikanter Unterschied zwischen Produkt und Ausgangsteig erkennbar war. Der aw-Wert 
der Dauerbackware (Salzstangen) lag erwartungsgemäß deutlich niedriger bei ca. 0,14. Die 
analysierten aw-Werte liegen somit etwas unter den Literaturwerten für Brot (aw = 0,95) 
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(Westphal et al., 1996) und Laugenbrezeln (aw = 0,36) (Heiss, 1968). Der Unterschied ist 
vermutlich auf die verschiedenen Analysenverfahren zurückzuführen. Im Gegensatz zu den 
früher häufig verwendeten indirekten Verfahren werden heutzutage meist die zuvor 
beschriebenen direkten Verfahren genutzt. 
 
Tab. 4.3-1: Ermittelte Wasseraktivitäten ausgewählter Lebensmittel bei 20 °C (Durchführung: 3.9) 
Lebensmittel aw-Wert (20 °C) 
Roggenmischteig (Mehltyp 550) 0,819 
Hefeteig (Mehltyp 550) 0,822 
Roggenmischbrotkruste 0,795 
Roggenmischbrotkrume 0,826 
Weizenbrotkruste 0,829 
Weizenbrotkrume 0,821 
Laugenbrezel mit Hagelsalz (Frischbackware) 0,830 
Salzstangen (Dauerbackware) 0,143 
 
Entsprechend der erhaltenen Ergebnisse und der praktischen Durchführbarkeit wurden die 
zwei typischen aw-Werte für Backwaren aw = 0,843 und aw = 0,165, sowie aw = 0,529 
stellvertretend für Lebensmittel mit mittleren aw-Werten in das Modellsystem einbezogen. 
In den trockenen Modellsystemen erwies sich Avicel® (mikrokristalline Cellulose) als 
günstige Probenmatrix, da sie inert bezüglich der nicht-enzymatische Bräunung war. Nach 
den Vorgaben des National Bureau of Standards (USA) (Hofstetter et al., 1991) wurden 
schließlich die gesättigten Lösungen des Calciumbromids (aw = 0,165), des 
Magnesiumnitrats (aw = 0,529) bzw. des Kaliumchlorids (aw = 0,843) zur definierten 
aw-Wert-Einstellung der mikrokristallinen Cellulose herangezogen. 
Um ein relativ breites Spektrum an trockenen Lebensmitteln abzudecken, wurde zusätzlich 
zu den gewählten aw-Werten die Pyrazinonbildung auch bei den pH-Werten 6,0; 7,4 und 8,2 
untersucht. Von besonderem Interesse war dabei der pH-Wert von 8,2, der eine 
Laugenbehandlung simulieren sollte, da schon bei Krause eine starke Zunahme der 
Pyrazinonbildung in basischen pH-Bereichen beobachtet werden konnte (vgl. Abschnitt 
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2.3.1.3). Die Inkubationszeiten (20, 30 und 60 min) bzw. -temperatur (ϑ = 100 °C) wurden 
entsprechend des gewöhnlichen Backprozesses bzw. der Temperaturen im und auf dem 
Lebensmittel gewählt. So beträgt die Temperatur der Krume bzw. der Kruste 90 °C bzw. 
110 °C während des Backprozesses (Baltes & Song, 1994).  
Aufgrund der sehr großen Anzahl an möglichen derivatisierbaren Peptiden im Teig wurde 
das Tripeptid Gly-Ala-Phe (GAF) als Referenzpeptid zusammen mit Glyoxal (GO) den 
Ansätzen zugesetzt, da entsprechend hohe Umsatzraten aus den Vorversuchen zu erwarten 
waren und sich das resultierende Pyrazinonpeptid (GO-GAF-Pyrazinon) sowohl als stabil 
zeigte (2 h, ϑ = 100 °C), als auch gut über UV-Detektion quantifizierbar war.  
Die Avicel®-Ansätze wurden zunächst gefriergetrocknet, auf die entsprechenden aw-Werte 
eingestellt und anschließend im Hydrolyseröhrchen unter den angegebenen Erhitzungszeiten 
im Trockenschrank inkubiert. Die fertigen Inkubationsansätze wurden mit Ameisensäure 
(100 mM) extrahiert und anschließend via RP-HPLC mit UV- und Fluoreszenzdetektion in 
Hinblick auf eine zu erwartende Pyrazinonbildung untersucht (vgl. Abschnitt 3.12). Die 
Quantifizierung des GO-GAF-Pyrazinons erfolgte schließlich durch RP-HPLC und UV-
Detektion bei 220 nm (vgl. Abb. 4.3-1). 
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Abb. 4.3-1: RP-HPLC-Chromatogramm des Avicel®-Inkubationsansatzes von GAF mit Glyoxal bei einer 
Erhitzungszeit von 30 min, aw = 0,8430, pH = 7,4 und einer Erhitzungstemperatur von 100°C sowie des 
Blindwertes unter den selben Reaktionsbedingungen aber ohne GAF- und Glyoxalzusatz 
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Der Fehler der dreifach bestimmten Pyrazinonflächen lag unter 10 %. Mit Hilfe der 
Minitab®-Software wurden alle Ergebnisse erfasst und graphisch ausgewertet. Der große 
Vorteil der Software ist nicht nur das Vermögen, Werte zwischen den analysierten Ansätzen 
zu interpolieren und so auch eine statistisch gesicherte Voraussage für die nicht bestimmten 
Zwischenbereiche zu erhalten, sondern auch die Möglichkeit ein kalkuliertes Optimum 
(Response Optimization) der variablen Versuchsparameter zu ermitteln. Die Abb. 4.3-2 zeigt 
zunächst die unterschiedlichen Abhängigkeiten der Pyrazinonbildung von den variablen 
Parametern aw-Wert, Erhitzungszeit und pH-Wert. Wie man erkennen kann, ist nur die 
Erhitzungszeit linear abhängig, d.h. die Pyrazinonbildung steigt leicht mit Zunahme der 
Erhitzungszeit. Sowohl beim pH-Wert als auch beim aw-Wert ist dagegen ein nicht-linearer 
Zusammenhang ersichtlich. So nimmt zum Beispiel im Gegensatz zum wässrigen System der 
Umsatz zum Pyrazinon bei höheren pH-Werten wieder ab (vgl. Abschnitt 2.3.1.3). Das 
kalkulierte Optimum für die Pyrazinonbildung innerhalb des untersuchten Bereiches liegt bei 
aw-Wert = 0,8430, pH = 7,8 und einer Erhitzungszeit von 60 min. 
 
 
Abb. 4.3-2: Abhängigkeit der absoluten GO-GAF-Pyrazinon-Peakflächen in [mAU] von den variablen 
Parametern aw-Wert, der Erhitzungszeit und pH-Wert im trockenen System (die anderen Parameter werden 
jeweils im Optimum gehalten) sowie der Variationsbereich und das jeweils kalkulierte Optimum (rot) der 
Minitab®-Software (Response Optimization) (Durchführung: 3.12) 
 
Eine mögliche Abhängigkeit der einzelnen Faktoren untereinander wird in den folgenden 
Konturendiagrammen deutlich: Im ersten Konturendiagramm (Abb. 4.3-3) ist die 
Beeinflussung der Pyrazinonbildung durch die Erhitzungsdauer und den aw-Werte graphisch 
dargestellt. Wie man erkennen kann, ist der Einfluss des aw-Wertes auf die Pyrazinonbildung 
zu jeder Erhitzungszeit dominant. Dagegen ist nur ein leichter Effekt der Erhitzungszeit bei 
den verschiedenen aw-Werten zu beobachten. 
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Abb. 4.3-3: Darstellung der absoluten GO-GAF-Pyrazinon-Peakflächen in [mAU] bei pH = 7,8 und ϑ = 100 °C 
in Abhängigkeit des aw-Wertes und der Erhitzungsdauer im trockenen System (Durchführung:3.12) 
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Abb. 4.3-4: Darstellung der absoluten GO-GAF-Pyrazinon-Peakflächen bei aw = 0.843 und ϑ = 100 °C in 
Abhängigkeit des pH-Wertes und der Erhitzungsdauer im trockenen System (Durchführung: 3.12) 
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Die Abhängigkeit von Erhitzungsdauer und pH-Wert auf die Pyrazinonbildung demonstriert 
die Abb. 4.3-4. Auch hier hat die Erhitzungsdauer bei den verschiedenen pH-Werten so gut 
wie keinen Einfluss auf die Pyrazinonbildung. Lediglich bei pH > 7,3 ist ein kleiner Effekt 
der Erhitzungszeit zu erkennen. Daraus folgt, dass der Umsatz des Peptides zum Pyrazinon 
nach 20 Minuten schon nahezu vollständig erfolgt ist. Im Gegensatz dazu wird die starke pH-
Wertabhängigkeit der Reaktion bei den unterschiedlichen Erhitzungszeiten sehr deutlich. 
Aufgrund dieser Ergebnisse ist es von Interesse, einen möglichen synergetischen Effekt der 
zwei Haupteinflussfaktoren auf die Bildung des GO-GAF-Pyrazinons zu erörtern. Die 
Abbildung Abb. 4.3-5 zeigt den Einfluss des pH-Wertes in Abhängigkeit vom aw-Wert. Aus 
dem Konturendiagramm wird schnell deutlich, dass ein synergetischer Effekt zwischen pH-
Wert und aw-Wert vorhanden ist. So kann ein geringerer Umsatz zum Pyrazinon bei 
niedrigeren pH-Werten durch einen höheren aw-Wert in einem gewissen Bereich kompensiert 
werden und umgedreht. Eine Erklärung für dieses Phänomen könnte die erhöhte 
Beweglichkeit der Reaktanten bei höheren aw-Werten sein, die eine geringere Nucleophilie 
der α-Aminogruppe des Tripeptids bei niedrigern pH-Werten aufwiegt.  
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Abb. 4.3-5: Darstellung der absoluten GO-GAF-Pyrazinon-Peakflächen bei einer Erhitzungsdauer von 60 min 
und ϑ = 100 °C in Abhängigkeit des pH-Wertes und des aw-Wertes im trockenen System (Durchführung: 3.12) 
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In einem weiteren Versuch wurde auch eine mögliche Pyrazinonbildung aus Glucose als 
Carbonylquelle im trockenen System untersucht. Dabei zeigte sich ebenfalls eine rasche 
Bildung des GO-GAF-Pyrazinons zwischen 90 °C und 110 °C (pH = 7,4; aw = 0,843). 
Schlussfolgernd aus den vorangegangenen Ergebnissen ist von einer Pyrazinonbildung auch 
im Lebensmittel auszugehen. Besonders Laugenbackwaren, die einen entsprechenden 
aw-Wert von ca. 0,82 und einen höheren pH-Wert auf der Teigoberfläche aufweisen, scheinen 
prädestiniert zu sein. 
 
 
4.3.2 Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen in Modellbackwaren 
 
Unter Berücksichtigung der aus den Vorversuchen erhaltenen optimalen Bedingungen für die 
Pyrazinonbildung in trockenen Systemen wurde im folgenden ein Modellsystem in 
Anlehnung an Baltes & Song für Backwaren konzipiert, welches eine realitätsnahe Adaption 
des Herstellungsprozesses der Backware im Labormaßstab zum Ziel hatte (Baltes & Song, 
1994). Als Modellbackwaren wurden Weizenbrötchen bzw. Laugenbrötchen gewählt. Die 
Teiglinge der Laugenbrötchen wurden im Gegensatz zu dem Weizenbrötchen vor dem 
Ausbacken im Trockenschrank (170 °C, 40 min) für 2 s in 1 M Natronlauge getaucht. Das 
bei der konventionellen Herstellung durchgeführte Beschwaden der Teiglinge wurde durch 
ein mit Wasser gefülltes Gefäß im Trockenschrank gewährleistet.  
Aufgrund der hohen Umsatzraten aus den Vorversuchen wurde mit Ausnahme des 
Blindwertes zu den übrigen Teigen das Tripeptid GAF bzw. PheGlyGly (FGG) zugesetzt, um 
eine spezifische Detektion des resultierenden Pyrazinons in der fertigen Backware zu 
ermöglichen. Zusätzlich wurden zu einigen Teiglingen äquimolare Mengen an Glyoxal und 
Methylglyoxal als α-Dicarbonylquelle gegeben. Die für die Bildung der Pyrazinonstrukturen 
benötigten α-Dicarbonylverbindungen sollten jedoch auch durch den reinen Zuckerabbau des 
zugesetzten Weizenmehls oder über die Maillard-Reaktion gebildet werden, so dass auch 
Proben ohne Glyoxal- oder Methylglyoxalzusatz gebacken wurden (vgl. Abschnitt 2.3.1.1). 
Nach dem Backprozess wurde pro Probenstück jeweils ein aliquoter Teil der Kruste und der 
Krume mit Ameisensäure extrahiert und nach Membranfiltration direkt der HPLC zugeführt. 
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Abb. 4.3-6: RP-HPLC-Chromatogramm des Krustenextraktes einer Modellbackprobe mit FGG-Zusatz 
(Durchführung: 3.13 ) 
 
 
0 5 10 15 20 25 30 35
0
2
4
6
8
10
12
14
GO-FGG-Pyrazinon
Kruste (FGG)
Kruste Blindwert
Kruste (FGG) + Standard
A
b
s
o
rp
ti
o
n
 λ
 =
 3
2
0
 n
m
 [
m
A
U
] 
Zeit [min]
 
Abb. 4.3-7: RP-HPLC-Chromatogramme des Krustenextraktes einer Modellbackprobe mit FGG-Zusatz (rot); 
Standardaddition des Krustenextraktes mit Standard 3:1 (schwarz); Krustenextrakt ohne FGG- jedoch mit 
Glyoxalzusatz (Krustenblindwert, grau); (Durchführung: 3.13 ) 
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In den Krustenextrakten ohne Laugenbehandlung konnte sowohl bei GAF- als auch bei FGG-
Zusatz zu den Teiglingen das entsprechende Pyrazinonpeptid detektiert werden. Die unten 
stehende Abbildung (Abb. 4.3-6) zeigt stellvertretend das Chromatogramm einer injizierten 
Probe des Krustenextraktes einer mit FGG-Zusatz gebackenen Probe. Wie man erkennen 
kann, eluiert das resultierende GO-FGG-Pyrazinon bei ca. 24 min. Mitgeführte Blindwert-
Proben, denen kein Peptid aber Glyoxal zugesetzt wurde, zeigten keine coeluierenden 
Substanzen an den entsprechenden Pyrazinon-Retentionszeiten im Chromatogramm 
(Abb. 4.3-7). Eine Störung der Pyrazinondetektion durch andere fluoreszierende oder UV-
aktive Substanzen kann demzufolge ausgeschlossen werden. Die Identität der Pyrazinone 
konnte zum einen durch Standardaddition (Abb. 4.3-7, zum anderen auch durch Aufnahmen 
von Massenspektren via LC-ESI-ToF-MS und UV-Spektren via DAD bestätigt werden (vgl. 
Abb. 4.3-8).  
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Abb. 4.3-8: Identifizierung des GO-FGG-Pyrazinons aus dem Krustenextrakt der Modellbackprobe mit FGG-
Zusatz mittels LC-ESI-ToF-MS: XIC-Chromatogramm (extracted ion chromatogram) aus dem parallel 
aufgenommenen RP-HPLC-Chromatogramm bei m/z = 288,3 (a) bzw. das dazugehörige UV-Spektrum (b) und 
Massenspektrum (c) bei einer Retentionszeit von 10,9 min (Durchführung: 3.13); Beachte aufgrund 
unterschiedlicher Methoden sind die Retentionszeiten zur RP-HPLC-Methode abweichend! 
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Der Gehalt an GO-GAF-Pyrazinon und GO-FGG-Pyrazinon konnte durch Standardaddition 
zu 0,6-1,6 µmol/kg Kruste ermittelt werden. Das entspricht einem Umsatz vom zugesetzten 
Peptid zum Pyrazinon von ca. 0,1-0,2 %. Dabei sind die bestimmten Gehalte unabhängig 
vom α-Dicarbonylzusatz, d.h. auch ohne Glyoxalzusatz konnte das entsprechende Pyrazinon 
detektiert werden. Die natürliche Bildung des Glyoxals während des Backprozesses muss 
demzufolge den künstlichen Zusatz an Glyoxal und Methylglyoxal sehr deutlich überwiegen. 
Nur so ist zu erklären, dass keine MGO-Pyrazinonbildung, aber eine GO-Pyrazinonbildung 
in den Proben mit Methylglyoxalzusatz zu beobachten war. Gestützt wird diese These durch 
die Ergebnisse aus den Modellversuchen im trockenen System (vgl. Abschnitt 4.3.1 ). Auch 
dort konnte eine GO-Pyrazinonbildung allein aus dem Monosaccharid und dem Peptid 
festgestellt werden. 
Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Krustenextrakte konnte in allen untersuchten Proben 
der Krumenextrakte mit oder ohne Laugenbehandlung keine Pyrazinonbildung nachgewiesen 
werden. Es ist anzunehmen, dass die höhere Temperatur der Kruste (ϑ = 110 °C) im 
Vergleich zur Krume (ϑ = 90 °C) die wärmeinduzierte Zuckerfragmentierung und damit auch 
die α-Dicarbonylbildung während des Backprozesses fördert (Baltes & Song, 1994). Im 
Weiteren könnte sich der Beschwadungsprozess positiv auf die Beweglichkeit der 
Reaktanten auswirken. Auch Schieberle & Grosch stellten ein erhöhte Bildung und ein 
abweichendes Profil der Aromen in der Kruste von Roggenbrot fest und nannten die 
Temperaturunterschiede zwischen Kruste und Krume als Hauptursache dieses Phänomens 
(Schieberle & Grosch, 1984). 
Interessanterweise zeigten die Chromatogramme der Krustenextrakte der Laugenbrötchen 
keine GO-Pyrazinonbildung. Dagegen war eine deutliche Bildung der entsprechenden 
MGO-Pyrazinone zu beobachten. In der folgenden Abbildung (Abb. 4.3-9) ist stellvertretend 
das Chromatogramm des Krustenextraktes einer Probe mit GAF-Zusatz dargestellt. Wie man 
erkennen, kann eluiert das MGO-GAF-Pyrazinon bei einer Retentionszeit von 28 min. Ein 
mitgeführter Blindwert ohne Peptidzusatz zeigt dagegen keine Pyrazinonbildung (vgl. 
Abb. 4.3-10).  
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Abb. 4.3-9: RP-HPLC-Chromatogramm des Krustenextraktes einer Modellbackprobe mit GAF-Zusatz und 
Laugenbehandlung (Durchführung: 3.13 ) 
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Abb. 4.3-10: RP-HPLC-Chromatogramme des Krustenextraktes einer Modellbackprobe mit GAF-Zusatz und 
Laugenbehandlung (schwarz); Standardaddition des verdünnten Krustenextraktes mit Standard 1:1 (rot); 
Krustenextrakt ohne GAF-Zusatz aber mit Laugenbehandlung (Krustenblindwert, grau); GO-GAF-Pyrazinon-
Standard (blau) (Durchführung: 3.13 ) 
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Die eindeutige Identifizierung gelang über Aufnahme von Massenspektren via LC-ESI-ToF-
MS, Aufnahme von UV-Spektren via DAD (vgl. Abb. 4.3-11) und Standardaddition (vgl. 
Abb. 4.3-10). Das UV-Maximum der Verbindung liegt mit λ = 327 nm wie nach Krause 
erwartet (Krause, 2005) etwas über dem Maximum des GO-Analoga (λ = 320 nm). 
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Abb. 4.3-11: Identifizierung des MGO-GAF-Pyrazinons aus dem Krustenextrakt der Modellbackprobe mit 
GAF-Zusatz und Laugenbehandlung mittels LC-ESI-ToF-MS: XIC-Chromatogramm (extracted ion 
chromatogram) aus dem parallel aufgenommenen RP-HPLC-Chromatogramm bei m/z = 300,3 (a) bzw. das 
dazugehörige UV-Spektrum (b) und Massenspektrum (c) bei einer Retentionszeit von 37,6 min (Durchführung: 
3.13) Beachte aufgrund unterschiedlicher Methoden ist die Retentionszeit zur RP-HPLC-Methode abweichend! 
 
Vergleichbar mit den Ergebnissen der Proben ohne Laugenbehandlung war auch hier die 
MGO-Pyrazinonbildung unabhängig vom α-Dicarbonylzusatz. Bei basischen pH-Werten 
wird vermutlich vor allem durch eine beschleunigte Bildung der C3-Fragmente während der 
Zuckerfragmentierung bevorzugt Methylglyoxal gebildet ( vgl. Abschnitt 2.3.1.1), so dass ein 
Zusatz von Glyoxal keinen signifikanten Einfluss mehr auf die Pyrazinonbildung in der 
Probe hat. Die detektierten Mengen an MGO-GAF-Pyrazinon lagen zwischen 3,2 µmol/kg 
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und 6,4 µmol/kg Kruste. Das entspricht einem Umsatz des Peptides zum Pyrazinon von 
0,2-0,4 %. Um den Faktor 10 höhere Gehalte von 32-96 µmol/kg Kruste wurden an 
MGO-FGG-Pyrazinon ermittelt, was einen Umsatz von 1-3 % an FGG zum Pyrazinon 
entspricht. Ursache für die gesteigerte Reaktivität des Tripeptides FGG ist maßgeblich die 
Fähigkeit zu Protonierung der α-Aminogruppe, die wiederum durch den pKa-Wert der 
N-terminalen Aminosäure im Peptid gekennzeichnet ist. So konnte schon Krause zeigen, 
dass der leicht höhere pKa-Wert von 7,66 des N-Terminus des GAF-Peptids gegenüber FGG 
(pKa = 7,39) die Protonierung der N-terminalen Aminogruppe bei höheren pH-Werten 
begünstigt und so die Reaktivität des Peptides senkt (Krause, 2005). Weiterhin könnten auch 
sterische Effekte der zum N-Terminus benachbarten Aminosäuren einen Einfluss auf die 
Reaktivität des Peptides ausüben. 
Die Kruste der Laugenbrötchen unterschied sich sehr stark von denen der Weizenbrötchen. 
Während die Laugenbrötchen eine weiche, glatt braune Kruste aufwiesen, waren die 
Weizenbrötchen durch eine harte und gerissene, helle Oberfläche gekennzeichnet. So bilden 
die Laugenbrötchen aufgrund des basischen Tauchvorgangs vor dem Backprozess eine 
Schutzschicht aus, die beim anschließenden Backen eine vermehrte Abgabe von Wasser aus 
dem Teigling verhindert. Diese Hypothese kann durch den Vergleich der ebenfalls 
bestimmten Backverluste der Teiglinge bestätigt werden. So geben die Proben ohne 
Laugenbehandlung bis zu 100 % mehr Wasser an die Umgebung ab. Insgesamt konnte in den 
Weizenbrötchen ohne Laugenbehandlung die Bildung der GO-Pyrazinone dokumentiert 
werden, während in den Laugenbrötchen ausschließlich die entsprechenden MGO-
Pyrazinone nachgewiesen wurden. Die detektierten Mengen liegen im Bereich anderer 
Aromastoffe in Brot und Backwaren wie z.B. das 2-Acetyl-1-pyrrolin (0,2 mol/kg 
Weißbrotkruste), was für das typische Aroma der Weizenbrotkruste charakteristisch ist. 
 Aufgrund der positiven Ergebnisse mit den zugesetzten Tripeptiden GAF und FGG sollte 
auch mit originär gebildeten Peptiden und Proteinen im Teig die Pyrazinonbildung beim 
Backprozess stattfinden und durch ihr Röstaroma zum Gesamtaromaeindruck betragen. 
Besonders prädestiniert sind Laugengebäcke, da der basische pH-Wert die Pyrazinonbildung 
beschleunigt. Da bei der thermoinduzierten Proteinhydrolyse während des Backvorgangs 
eine Vielzahl an möglichen Peptiden gebildet werden kann, ist eher mit der Bildung kleinerer 
Mengen an unterschiedlichsten Pyrazinonen zu rechnen. Demgegenüber ist die Bildung nur 
eines bestimmten Marker-Pyrazinons aufgrund der durchgeführten Untersuchungen eher 
unwahrscheinlich.  
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4.4 Studien zur Bildung von N-terminalen 2(1H)-Pyrazinonen im Plasma und 
Erythrozytenlysat von Patienten mit Diabetes Mellitus und Urämie 
 
Seit einigen Jahren rückt ein möglicher Zusammenhang zwischen der endogenen Bildung 
von AGEs und dem Auftreten von Krankheiten und deren Komplikationen immer mehr ins 
Blickfeld der Forschung. Obwohl die Bildung der AGEs in vivo unbestritten ist, sind bisher 
nur wenige genaue Strukturen aus dem großen Pool an endogenen AGEs bekannt (vgl. 
Abschnitt 2.3.3.2). Sollten nun die N-terminal gebildeten 2(1H)-Pyrazinone auch einen 
Anteil an der posttranslationalen Modifizierung in vivo haben? Zwei Hauptargumente 
sprechen für die Relevanz dieser These. Zum einen wurde durch Krause, (2005) die Bildung 
am Protein unter physiologischen Bedingungen in vitro bereits beschrieben, zum anderen 
kann der N-Terminus aus sterischen Gründen bevorzugt als Angriffsort fungieren, da er 
vielmals nicht wie die Seitenketten eines Proteins in der tertiären Struktur verborgen liegt. So 
dient die Amadori-Produktbildung am N-Terminus des Hämoglobins seit Jahren als 
wichtiger Parameter für die retrospektive Bewertung des Blutzuckerspiegels (vgl. Abschnitt 
2.2.3 und 4.2.3). 
Zur Überprüfung der These wurde die Pyrazinonbildung an humanem Hämoglobin und 
Serumalbumin untersucht, da diese zwei Blutproteine in größeren Mengen im Blut 
zirkulieren und ihre Strukturen sowie funktionellen Eigenschaften weitgehend erforscht sind. 
 
 
4.4.1 Untersuchungen zur Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen am humanen Hämoglobin 
und im Erythrozytenlysat  
 
Zur Simulation eines akut erhöhten α-Dicarbonylspiegels im Blut wurde humanes 
Hämoglobin (10 g/l im Ansatz) mit unterschiedlichen Mengen an Glyoxal (0,1-16,0 mM) 
und Methylglyoxal (1,0-16,0 mM) für 10 bis 70 Tage unter physiologischen Bedingungen 
(37 °C, pH = 7,4) inkubiert. Zusätzlich wurden für eine bessere Adaption an das biologische 
System humanes Erythrozytenlysat (ca. 41-45 g/l Hämoglobin im Ansatz) der gleichen 
Behandlung unterzogen. Die Inkubationszeiten wurden so gewählt, dass sie noch deutlich 
innerhalb der Lebensdauer der Erythrozyten von gesunden Personen (120 d) aber auch von 
Patienten mit Niereninsuffizienz (90 d) lagen (Thews et al., 1999). Nach Inkubation wurden 
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die Probenlösungen mit Pronase E enzymatisch hydrolysiert und nach kurzer 
Aufarbeitungsprozedur der RP-HPLC mit UV- und Fluoreszenzdetektion zur Analyse 
zugeführt. Sowohl bei den Hämoglobin- als auch bei den lysierten Erythrozytenansätzen mit 
Glyoxal konnte die Pyrazinonmodifizierung sowohl an der α- als auch an der β-Kette des 
Hämoglobins identifiziert werden. Während die Modifizierung an der α-Kette nur unter 
Zusatz von sehr hohen Mengen an Glyoxal (> 10 mM) nachweisbar war, fand der Umsatz der 
β-Kette zum Pyrazinon in einem sehr viel höheren Umfang statt. Dieses Ergebnis bestätigt 
die der Literatur beschriebene Tatsache einer Bevorzugung der β-Kette in Hinblick auf die 
posttranslationale Glykierung (Rahbar et al., 1969). So lag das Hauptaugenmerk der 
folgenden Untersuchungen auf die Pyrazinonbildung an der β-Kette des Hämoglobins.  
Das nach der enzymatischen Hydrolyse freigesetzte 2(1H)-Glyoxal-Val-His-Pyrazinon (GO-
VH-Pyrazinon) eluierte bei einer Retentionszeit von 29 min (Abb. 4.4-1).  
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Abb. 4.4-1: RP-HPLC-Chromatogramm nach enzymatischer Hydrolyse der Inkubation des Erythrozytenlysats 
eines gesunden Probanden mit Glyoxal (10 mM) inkl. des 3D-Fluoreszenzspektrums und des m/z-Verhältnisses 
im GO-VH-Pyrazinon-Peak (Durchführung: 3.14) 
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Die Identität des Pyrazinons wurde durch Retentionszeitenvergleich mit einer Standardlösung 
(vgl. Abb. 4.4-2), Standardaddition, Aufnahme von Massenspektren via LC-ESI-ToF-MS 
(positiver Modus) sowie UV- und 3D-Fluoreszenzspektren aus der isolierten Lösung bei 
tR = 29 min bestätigt. Ein mitgeführter Blindwert ohne Glyoxalzugabe belegt zudem die 
Abhängigkeit der Pyrazinonbildung von der α-Dicarbonylkomponente (vgl. Abb. 4.4-2). Wie 
man weiterhin in der Abbildung Abb. 4.4-2 erkennen kann, ist gegenüber dem Hämoglobin 
in der lysierten Erythrozytenprobe die Umsetzung des käuflich erworbenen isolierten 
humanen Hämoglobins zum Pyrazinon deutlich höher, obwohl der Gehalt an Hämoglobin im 
Lysat um Faktor 4 höher ist. Da man davon ausgehen kann, dass die Lyse erfolgreich 
durchgeführt wurde, sind vermutlich in dem lysierten Erythrozytenlysat noch Enzymsysteme 
vorhanden, die einer Pyrazinonbildung am N-Terminus entgegenwirken. Diese noch 
unbekannten Enzymsysteme könnten ähnlich den Deglykierungsenzymen fungieren, die 
einer Bildung der Amadori-Produkte am Hämoglobin entgegenwirken (vgl. 2.2.3.2 und 3.8). 
 
 
0 10 20 30 40
0
100
200
300
400
GO-VH-Pyrazinon
Standard (GO-VH-Pyrazinon)
Erythrozyten Kontrolle
Inkubation Erythrozyten + GO 10 mM
Inkubation Hämoglobin + GO 2mM
A
b
s
o
rp
ti
o
n
 λ
 =
 3
2
0
 n
m
 [
m
A
u
]
Zeit [min]
 
Abb. 4.4-2: RP-HPLC-Chromatogramme nach enzymatischer Hydrolyse der Inkubation des Hämoglobins mit 
Glyoxal (schwarz), der Inkubation des Erythrozytenlysats mit Glyoxal (rot), der Inkubation des 
Erythrozytenlysats ohne Glyoxalzugabe (grau, Kontrolle), der GO-VH-Pyrazinon-Standardlösung (blau) 
(Durchführung: 3.14) 
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Abb. 4.4-3: Zusammenhang zwischen dem Gehalt an GO-VH-Pyrazinon (Doppelbestimmung) in der 
Inkubationslösung nach enzymatischer Hydrolyse und der Menge an Glyoxal am Inkubationsbeginn: (a) 
Inkubation des Hämoglobins bzw. (b) Inkubation des Erythrozytenlysats (Durchführung: 3.14) 
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Der eben geschilderte Sachverhalt wird in der Gegenüberstellung der ermittelten GO-VH-
Pyrazinongehalte in den Hämoglobin- und Erythrozytenlysatproben in Abhängigkeit der 
Konzentration an zugesetzten Glyoxal zu Beginn der Inkubation noch deutlicher (vgl. 
Abb. 4.4-3). So ist bei den Hämoglobinproben (Abb. 4.4-3a) ein eindeutiger linearer 
Zusammenhang ersichtlich, während die Pyrazinonbildung im Erythrozytenlysat 
(Abb. 4.4-3b) bei niedrigen Konzentrationen an zugesetzten Glyoxal verzögert erfolgt. Nach 
dieser erkennbaren Lag-Phase geht erst ab Konzentrationen von ca. 6 mM an zugesetzten 
Glyoxal die Abhängigkeit in einen linearen Zustand über. 
Im Gegensatz zu den Proben, die mit Glyoxal versetzt wurden, konnte in den 
Inkubationsansätzen mit Methylglyoxal keine analoge Pyrazinonbildung beobachtet werden. 
Daneben waren die resultierenden Chromatogramme durch eine deutlich höhere Anzahl an 
Reaktionsprodukten gekennzeichnet. Zudem kann man davon ausgehen, dass sich die 
erniedrigte Reaktivität des Methylglyoxals auf die Pyrazinonbildung negativ auswirkt. 
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Abb. 4.4-4: Simulation eines chronisch erhöhten Glyoxalspiegels im Blut: RP-HPLC-Chromatogramme nach 
enzymatischer Hydrolyse der Inkubation des Erythrozytenlysats mit Glyoxal: jeweils 10-malige Zugabe aller 5 
Tage mit 1,0 mM Glyoxal (schwarz), mit 0,5 mM (rot) bzw. 0,005 mM Glyoxal (blau) (Durchführung: 3.14) 
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Nach der Simulation eines akut erhöhten α-Dicarbonylspiegels war es besonders im Hinblick 
auf Patienten mit Diabetes mellitus und Urämie interessant, auch die Auswirkung eines 
chronisch erhöhten Glyoxalspiegels auf die Freisetzung des GO-VH-Pyrazinons nach 
enzymatischer Hydrolyse zu untersuchen. Dementsprechend wurde die Pyrazinonbildung 
unter der sukzessiven Gabe von geringen Glyoxalmengen (5 µM-1 mM) sowohl zum 
Hämoglobin als auch zum Erythrozytenlysat untersucht. Die geringste zugesetzte Menge an 
Glyoxal liegt dabei im Bereich der Glyoxal-Plasmakonzentrationen von Patienten mit renaler 
Dysfunktion (vgl. Abschnitt 2.3.3.1). Eine noch deutlich höhere Bildung von Glyoxal ist aber 
aufgrund der schnellen Fortreaktion zu erwarten. Wie aus Abbildung Abb. 4.4-4 ersichtlich, 
reichen in dieser Simulation schon geringe Mengen an Glyoxal aus, um eine Bildung von 
GO-VH-Pyrazinonen zu dokumentieren. Nach diesen Ergebnissen kann man davon 
ausgehen, dass auch im Blut von Patienten mit Urämie die Pyrazinonderivatisierung am N-
Terminus der β-Kette des Hämoglobins eine Rolle bei der posttranslationalen Modifizierung 
spielt. 
 
 
4.4.2 Analytik von N-terminalen 2(1H)-Pyrazinonen im Erythrozytenlysat von 
Patienten mit Diabetes Mellitus und Urämie 
 
Aufgrund der Resultate aus den Simulationsversuchen wurden die Blutproben von 4 
diabetischen, 7 diabetisch und urämischen Patienten sowie 6 gesunden Probanden in 
Hinblick auf eine mögliche Derivatisierung des Hämoglobins durch Pyrazinonbildung 
untersucht. In allen enzymatisch hydrolysierten Proben zeigte sich bei tR = 30 min ein Peak 
im Chromatogramm, der bei den pyrazinontypischen Wellenlängen Licht absorbierte 
beziehungsweise fluoreszierte. Die Retentionszeit des Peaks stimmte mit der des GO-VH-
Pyrazinon aus der hergestellten Standardlösung bzw. aus der Inkubation des Hämoglobins 
mit Glyoxal überein und konnten mittels Standardaddition bestätigt werden (vgl. Abb. 4.4-5).  
Zur Identifizierung des Peaks wurden die Probenlösungen im Vergleich zum Standard bzw. 
der Inkubation des Hämoglobins mit Glyoxal mittels LC-ESI-ToF-MS im positiven Modus 
analysiert. Dabei zeigte sich das typische Massenspektrum des GO-VH-Pyrazinons im Peak 
bei tR = 30 min (vgl. Abb. 4.4-6). Die Identität des GO-VH-Pyrazinons kann damit als 
gesichert angesehen werden. 
  4 Auswertung und Diskussion 
  - 133 - 
10 15 20 25 30 35 40 45
0
100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000
GO-VH-Pyrazinon
Inkubation von
humanem Hämoglobin + Glyoxal
Probe von urämischem Probanden
Probe von gesundem Probanden
Standard (GO-VH-Pyrazinon)
F
lu
o
re
s
z
e
n
z
  
λ
e
x 
=
 3
2
0
 n
m
 /
 λ
e
m
 =
 4
0
0
 n
m
 [
m
A
U
]
Zeit [min]
 
Abb. 4.4-5: RP-HPLC-Chromatogramme nach enzymatischer Hydrolyse der Inkubation des Hämoglobins mit 
Glyoxal (1 mM) (schwarz), einer lysierten Erythrozyten Probe eines an Diabetes Mellitus und Urämie 
erkrankten Probanden (rot) bzw. eines gesunden Probanden (grau), der GO-VH-Pyrazinon-Standardlösung 
(blau) (Durchführung: 3.15) 
 
Die GO-VH-Pyrazinongehalte wurden in den Proben nach enzymatischer Hydrolyse mittels 
RP-HPLC quantifiziert. Zur externen Kalibrierung wurde ein dargestellter Pyrazinonstandard 
mit einer Reinheit > 99 % verwendet. Unter Beachtung der Bestimmungsgrenze von 
0,24 µmol/l, wurden in den Proben der gesunden Probanden Gehalte an GO-VH-Pyrazinon 
von 7-9 nmol/g Hämoglobin bestimmt (vgl. Abb. 4.4-7). Im Vergleich dazu wurden in den 
Proben der diabetischen Patienten signifikant höhere Pyrazinonmengen von 18-38 nmol/g 
Hämoglobin analysiert. Die höchsten Gehalte (42-73 nmol/g Hämoglobin) wurden in den 
Proben der Patienten quantifiziert, die sowohl an Diabetes als auch an Urämie erkrankt 
waren. Die hohen Pyrazinongehalte im Blut von Diabetikern mit Urämie sind vermutlich auf 
die durchschnittlich 2-3fach höheren Mengen an Glyoxal im Blut der Patienten im Vergleich 
zu Diabetikern ohne gestörter Nierenfunktion zurückzuführen (vgl. Abschnitt 2.3.3.1). 
Aufgrund von Nierenfehlfunktionen infolge einer Spätkomplikation der Diabetes-Erkrankung 
können die α-Dicarbonylverbindungen als Precursoren der Pyrazinone nur unzureichend 
detoxifiziert werden und reichern sich so im Blut an. Eine Korrelation der Pyrazinongehalte 
mit dem Alter oder dem Geschlecht konnte nicht festgestellt werden. 
 
4 Auswertung und Diskussion 
- 134 - 
275 276 277 278 279
0
20
40
60
80
277.2
278.2
In
te
n
s
it
ä
t 
[c
o
u
n
ts
]
m/z
0 10 20 30 40
0
100
200
300
400
500
UV  λ = 320 nm
Fluoreszenz
λ
ex
= 320 nm/ λ
em
= 400 nm
A
b
s
o
rp
ti
o
n
/ 
F
lu
o
re
s
z
e
n
ze
m
is
s
io
n
 [
m
A
U
]
Zeit [min]
Peak (A): 
GO-VH-Pyrazinon 
 
Abb. 4.4-6: RP-HPLC-Chromatogramm nach enzymatischer Hydrolyse der lysierten Erythrozytenlösung eines 
an Diabetes Mellitus und Urämie erkrankten Probanden inkl. des Massenspektrums im Peak (A) (Durchführung: 
3.15) 
 
Bei diesen ersten Ergebnissen handelt es sich um vorläufige Resultate, die noch durch 
Studien mit höherer Probandenanzahl zu bestätigen sind. Nichtsdestoweniger gelang mit der 
Bestimmung der GO-VH-Pyrazinone ein wichtiger Beitrag zur Identifizierung und 
Quantifizierung von AGE-Strukturen in vivo. Zudem wurden erstmals auch die Blutproben 
von Urämikern mit in die Analyse einbezogen. Bislang ist in der Literatur nur die Existenz 
der monovalenten AGE-Strukturen des Argpyrimidins (bis zu 9,3 nmol/g Protein) (Wilker et 
al., 2001) und CMV/CML (Cai & Hurst, 1999; Iwamoto, 2001) sowie der 
Quervernetzungsprodukte Pentosidin (Sady et al., 1995) und Glucosepan (bis zu 
42,3 nmol/g Protein) (Biemel et al., 2002) in quantitativ bedeutenden Mengen bekannt (vgl. 
Abschnitt 2.3.3.2). Die AGEs wurden in erhöhten Gehalten im humanen Plasma oder 
Collagen von Patienten mit Diabetes mellitus nachgewiesen, stellen jedoch bis auf das CMV 
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(14 nmol/ g Protein) eine Modifizierung der Lysinseitenketten des Serumalbumins bzw. des 
Hämoglobins (CML) dar. Trotz der geringeren Anzahl an N-terminalen Aminogruppen im 
Vergleich zur Seitenkette des Hämoglobins bzw. Serumalbumins liegen die quantifizierten 
Pyrazinonmengen von bis zu 73 nmol/g Protein im Bereich der bekannten 
Seitenkettenderivatisierungen. Das bestätigt die Annahme, dass neben der Anzahl der 
Aminogruppen vor allem auch deren räumliche Zugänglichkeit für das Ausmaß der AGE-
Bildung in vivo von Bedeutung ist. 
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Abb. 4.4-7: Gehalt an GO-VH-Pyrazinon im lysierten Erythrozytenlysat nach enzymatischer Hydrolyse der 
Proben von diabetischen und urämischen Probanden bzw. von gesunden Probanden (Durchführung: 3.15)  
 
Die Identifizierung und Quantifizierung des GO-VH-Pyrazinons in Blutproben von 
diabetischen und urämischen Patienten zeigt die Wichtigkeit der N-terminalen Reaktion von 
Proteinen im Zuge der fortgeschrittenen Maillard-Reaktion in vivo. Die N-terminalen 
Pyrazinone repräsentieren eine neue Form der posttranslationalen Modifizierung am Protein 
und könnten so als wichtige Biomarker bei der Überwachung von Patienten mit Urämie 
fungieren. Dementsprechend wäre eine mögliche Abhängigkeit der Pyrazinonbildung von der 
Dialysedauer oder dem Zeitpunkt des Auftretens der Erkrankung vom medizinischen 
4 Auswertung und Diskussion 
- 136 - 
Interesse. Aufgrund der charakteristischen Eigenschaften der Pyrazinone ist eine Detektion 
via RP-HPLC mit UV- und Fluoreszenzdetektion relativ leicht möglich. Zudem wäre 
aufgrund der bekannten Struktur eine Entwicklung eines spezifischen Antikörpers zur 
Bestimmung des GO-VH-Pyrazinons in Blutproben denkbar. In diesem Zusammenhang 
sollten auch mögliche funktionelle Konsequenzen der N-terminalen Modifizierung 
Gegenstand weiterführender Untersuchungen sein. 
 
 
4.4.3 Untersuchungen zur Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen am humanen 
Serumalbumin und im Plasma 
 
Analog den Untersuchungen am Hämoglobin und im Erythrozytenlysat wurde zudem die 
Pyrazinonbildung am humanen Serumalbumin (HSA) analysiert. Zur besseren Adaption an 
das biologische System wurde neben dem käuflich erworbenen HSA auch humanes Plasma 
mit unterschiedlichen Mengen an Glyoxal (0,05-10,0 mM) und Methylglyoxal (1,0-10 mM) 
unter physiologischen Bedingungen (pH = 7,4; 37 °C, 10 d) inkubiert. Während der 
Inkubation konnte man eine Intensivierung der Gelbfärbung in den HSA- und 
Plasmaansätzen abhängig von der zugesetzten Glyoxalkonzentration erkennen (vgl. 
Abb. 4.4-8). In den Ansätzen mit Methylglyoxal war dieser Effekt dagegen nicht in der 
Intensität zu beobachten. 
Nach Inkubation wurden die Inkubationsansätze mit Pronase E enzymatisch hydrolysiert 
(48 h, 37 °C) und zunächst chromatographisch untersucht. Im Vergleich zu einem 
synthetisierten 2-1(H)-Glyoxal-Alanyl-Alanyl-Histidin-Pyrazinonstandard, dessen Identität 
zuvor durch NMR-Spektroskopie bestätigt wurde (vgl. Abschnitt 3.16.1), zeigt sich auch in 
den Serumalbumin- und Plasmaansätzen mit Glyoxalzusatz bei einer Retentionszeit von 
ca. 25 min ein Peak, der sowohl die pyrazinontypische UV-Absorption (λmax = 320 nm) als 
auch Fluoreszenz (λex = 320 nm, λem = 400 nm) aufwies und nicht im Kontrollansatz ohne 
Glyoxalzugabe existent war (vgl. Abb. 4.4-9 und Abb. 4.4-10).  
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Abb. 4.4-8: Photographie der Inkubationsansätze von HSA (a) und Plasma (b) mit unterschiedlichen 
Konzentrationen an Glyoxal am Inkubationsende (10d) (Durchführung: 3.16) 
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Abb. 4.4-9: RP-HPLC-Chromatogramme nach enzymatischer Hydrolyse der Inkubation des HSA mit Glyoxal 
(schwarz), der Inkubation des Plasmas mit Glyoxal (rot), der Inkubation des Plasmas ohne Glyoxalzugabe 
(grau, Kontrolle), der GO-AAH-Pyrazinon-Standardlösung (blau) (Durchführung: 3.16) 
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Mittels Retentionszeitenvergleich, Standardaddition, Ermittelung der Molaren Masse der 
Verbindung aus dem Massenspektrum mittels LC-ESI-ToF-MS sowie der Aufnahme von 
UV- und 3D-Fluoreszenzspektren im Vergleich zum rein dargestellten Pyrazinonstandard, 
konnte schließlich der Verbindung die Struktur des GO-AAH-Pyrazinon zugeordnet werden 
(vgl. Abb. 4.4-10). 
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Abb. 4.4-10: RP-HPLC-Chromatogramm nach enzymatischer Hydrolyse der Inkubation des Plasmas einer 
gesunden Kontrollperson mit Glyoxal (2 mM) inkl. des 3D-Fluoreszenzspektrums und des m/z-Verhältnisses 
bei einer Retentionszeit von 25,0 min (Durchführung: 3.16) 
 
Theoretisch war jedoch die Bildung des 2-1(H)-GO-Asp-Ala-His-Pyrazinons 
(MH+ = 364,2 m/z) aus der N-terminalen Protein-Sequenz des Serumalbumins zu erwarten. 
Da diese Diskrepanz von 44 m/z auch bei dem dargestellten Pyrazinonstandard auftrat, ist die 
Ursache hierfür bereits beim Bildungsmechanismus des Pyrazinons am Serumalbumin zu 
suchen. Es wird angenommen, dass sich beim Angriff des Glyoxals an den N-Terminus des 
Serumalbumins zunächst regulär ein Addukt in der Form der Schiff’schen Base bildet, 
welche anschließend zum Enaminol tautomerisiert. Im darauffolgenden Reaktionsschritt 
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jedoch decarboxyliert vermutlich die N-terminale Asparaginsäure des Serumalbumins 
bedingt durch die nun konjugierte β-ständige Iminstruktur und der möglichen Ausbildung 
einer Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Wasserstoff der Carbonylgruppe und dem 
Stickstoff des Imins. Das nun um eine CO2-Gruppe verkürzte Enaminol tautomerisiert durch 
Umlagerung zum α-Aminoketon und cyclisiert regulär durch intramolekulare nucleophile 
Addition zum 2(1H)-GO-Ala-Ala-His-Pyrazinon (GO-AAH-Pyrazinon) (vgl. Abb. 4.4-11). 
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Abb. 4.4-11: Postulierter Reaktionsmechanismus der Pyrazinonbildung am N-Terminus des humanen 
Serumalbumins 
 
Eine entsprechende Bildung des Methylglyoxal-Pyrazinons am N-Terminus des 
Serumalbumins konnte dagegen nicht beobachtet werden.  
Nach der Identifizierung wurden die Gehalte an GO-AAH-Pyrazinon in den 
Inkubationsansätzen mittels RP-HPLC unter Verwendung einer externer Kalibrierung mit 
rein dargestellten Pyrazinonstandard (Reinheit > 99 %) bestimmt.  
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Abb. 4.4-12: Korrelationen des Gehaltes an GO-AAH-Pyrazinon (Doppelbestimmung) in der 
Inkubationslösung nach enzymatischer Hydrolyse mit der Menge an Glyoxal am Inkubationsbeginn: (oben) 
Inkubation des HSA bzw. (unten) Inkubation des Plasmas (Durchführung: 3.16) 
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Analog dem Hämoglobin sieht man auch beim reinen Serumalbumin einen linearen 
Zusammenhang zwischen detektierter Pyrazinonmenge und der Konzentration an Glyoxal zu 
Beginn der Inkubation. Ähnlich den Erythrozytenansätzen ist auch bei den Plasmaansätzen 
bei niedrigen Konzentrationen an zugesetzten Glyoxal zunächst eine verzögerte 
Pyrazinonbildung zu beobachten. Nach dieser Lag-Phase findet die Bildung an Pyrazinon im 
Gegensatz zum Hämoglobin in den Erythrozyten jedoch in ähnlicher Größenordnung zum 
reinen Serumalbumin statt. Erst ab Konzentrationen an Glyoxal > 7 mM nimmt die 
Pyrazinonbildung vermutlich infolge verstärkten Auftretens von Konkurrenzreaktionen 
wieder ab (vgl. Abb. 4.4-12). 
Das humane Serumalbumin im Plasma scheint also deutlich reaktiver als das Hämoglobin in 
den Erythrozyten. Neben den vermuteten Enzymsystemen in den Erythrozyten, die einer 
Pyrazinonbildung entgegenwirken, könnte die Ursache der gesteigerten Reaktivität auch in 
der besseren Disposition des N-Terminus in der Struktur des Serumalbumins gegenüber der 
zu Tetrameren neigenden Anordnung des Hämoglobins liegen (vgl. Abb. 4.4-13). 
Analog zum Erythrozytenlysat bzw. Hämoglobin wurde sowohl im Plasma als auch am 
Serumalbumin die Pyrazinonbildung auch unter Simulation eines chronisch erhöhten 
Glyoxalspiegels im Blut untersucht. So wurden wiederholt geringe Mengen an Glyoxal 
(5 µM bzw. 0,5 mM) über einen Zeitraum von 50 Tagen den Inkubationsansätzen zugesetzt. 
Dabei zeigte sich im Vergleich zur einmaligen Zugabe des Glyoxals eine deutlich höhere 
Umsetzung vom underivatisierten Serumalbumin zum Pyrazinon-modifizierten Derivat (vgl. 
Abb. 4.4-14).  
Im Resultat heißt das, dass die chronisch erhöhten Gehalte an Glyoxal im Blut von 
Urämikern vermutlich nicht nur ausreichen (vgl. Abschnitt 2.3.3.1), um eine 
Pyrazinonbildung am Serumalbumin zu initiieren, sondern auch, dass die Stabilität der 
gebildeten Pyrazinonderivate im biologischen System über einen Zeitraum von 50 Tagen 
gewährleistet ist. Nach diesen Ergebnissen war davon auszugehen, dass die Pyrazinonbildung 
am N-Terminus des Serumalbumins auch im Plasma von urämischen Patienten mit chronisch 
erhöhten Glyoxalspiegel, einen Beitrag zu posttranslationalen Proteinmodifizierung liefert. 
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(a)
 
N-Terminus
C-Terminus
(b)
 
Abb. 4.4-13: Abbildung der Struktur des humanen Hämoglobins (Crystallography, 1997) (a) und des humanen 
Serumalbumins (b) aus (Sugio et al., 1999) 
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Abb. 4.4-14: Simulation eines chronisch erhöhten Glyoxalspiegels im Plasma: RP-HPLC-Chromatogramme 
nach enzymatischer Hydrolyse der Inkubation des HSA mit Glyoxal: jeweils 10-malige Zugabe von 0,005 mM 
Glyoxal (oben) bzw. 0,5 mM Glyoxal (unten) aller 5 Tage (schwarz) im Vergleich zur einmaligen Zugabe (rot) 
(Durchführung: 3.16) 
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4.4.4 AGEs im Plasma von Patienten mit Diabetes Mellitus und Urämie (GPC und RP-
HPLC nach enzymatischer Hydrolyse) 
 
Infolge der wegweisenden Resultate aus den Simulationsversuchen wurden die Plasmaproben 
von 16 urämischen Patienten, 7 diabetischen sowie 4 gesunden Probanden auf eine mögliche 
Pyrazinonbildung am Serumalbumin untersucht. 
Bevor die Proben enzymatisch hydrolysiert und mittels RP-HPLC analysiert wurden, konnte 
durch die chromatographische Trennung der Plasmaproteine an der GPC 
(Gelpermeationschromatographie) mit UV- und Fluoreszenzdetektion ein Eindruck über eine 
mögliche Pyrazinonmodifizierung der Proteine und Peptide im Plasma erhalten werden. Wie 
man in Abb. 4.4-15 erkennen kann, eluieren im Chromatogramm der Kontrollprobe 
(gesunder Proband) vornehmlich drei Peaks. Die Peaks bei 13 bzw. 11 Minuten 
charakterisieren das Serumalbumin bzw. das Dimer des Proteins. Der Proteinpeak bei einer 
Retentionszeit von ca. 18 min besitzt eine Molmasse von ca. 11-12 kDa und kann vermutlich 
dem β-2-Mikroglobulin zugeordnet werden. Im Vergleich zur Kontrollprobe steigt die 
Fluoreszenz des Serumalbumins bei der Probe eines urämischen Patienten deutlich an, was 
auf eine Pyrazinonbildung am Serumalbumin hindeutet. Zudem ist eine Vielzahl an 
niedermolekularen Verbindungen (< 5 kDa) im GPC-Chromatogramm zu erkennen. Diese 
Ergebnisse zeigten auch Henle et al. bei ihren Untersuchungen vom Plasma urämischer 
Patienten vor und nach Dialyse auf, wobei die Großzahl der niedermolekularen 
fluoreszierenden Verbindungen bei der Dialyse erfolgreich entfernt wurde (Henle et al., 
1999). Interessanterweise zeigte auch eine mitgeführte Simulationsprobe (Inkubation einer 
Kontrolle mit 2 mM GO), bei der die Pyrazinonbildung im weiteren Verlauf belegt wurde, 
eine sehr stark erhöhte Serumalbuminfluoreszenz sowie einige niedermolekulare 
fluoreszierende Verbindungen. Jedoch stimmte nur ein Peak der Fraktion < 5 kDa der 
Simulationsprobe auch mit den Peaks der niedermolekularen Fraktion der Probe des 
urämischen Probanden überein. Die Peptide der Fraktion < 5 kDa sollten aufgrund der 
Zugänglichkeit und Größe gegenüber Glyoxal oder anderen α-Dicarbonylverbindungen im 
Vergleich zum Serumalbumin viel reaktiver sein. Ein Peptid mit ca. 500 Da (Peak B, vgl. 
Abb. 4.4-15) zeigte sich dabei als möglicher Biomarker besonders geeignet, da es bei allen 
analysierten Proben der urämischen Probanden auftrat, jedoch in seiner Menge differierte.  
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Abb. 4.4-15: GPC-Chromatogramme von Plasmaproben eines Urämikers (rot) und eines gesunden Probanden 
(blau, Kontrolle) bzw. der Inkubation einer Plasmaprobe der Kontrolle mit Glyoxal (schwarz) (Durchführung: 
3.17) 
 
Aufgrund der Tatsache, dass der Peak B auch bei der Inkubation von intaktem Plasma mit 
Glyoxal auftrat, ist davon auszugehen, dass der Peak B aus der Reaktion des Glyoxals mit 
einem langkettigen Plasmapeptid entsteht. 
Betrachtet man das Verhältnis der Fluoreszenz im niedermolekularen Bereich und der 
Proteinabsorption des Serumalbumins bei 220 nm, so erhält man den Fluoreszenzindex, der 
einen Eindruck über das Ausmaß der AGE-Modifizierung im Plasma zulässt. Während sich 
bei den gesunden Probanden der ermittelte Fluoreszenzindex im Mittel bei 19 bewegt, erhöht 
er sich leicht bei den diabetischen Patienten auf 37 und steigt schließlich bis um Faktor 10 
bei den urämischen Patienten (vgl. Abb. 4.4-16).  
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Abb. 4.4-16: Fluoreszenzindex des niedermolekularen Bereiches < 5000 Da in Plasmaproben von gesunden 
(schwarz), diabetischen (rot) bzw. urämischen (blau) Probanden (Durchführung: 3.17) 
 
Nach enzymatischer Hydrolyse (Pronase E, 24 h, 37 °C) der Plasmaproben zeigte sich ein 
produktreiches Spektrum im RP-HPLC-Chromatogramm, wobei nur ein Peak (Peak B’) 
sowohl die pyrazinontypische UV-Absorption als auch Fluoreszenz aufwies (vgl. 
Abb. 4.4-17). Beim Vergleich der Probe eines urämischen Patienten mit Pyrazinon-
Standardsubstanzen bzw. einer Simulationsprobe (chronisch erhöhter Glyoxalspiegel, vgl. 
Abschnitt 4.4.3) zeigte sich jedoch, dass der Peak B’ nicht dem GO-AAH-Pyrazinon 
zugeordnet werden konnte. Eine Pyrazinonbildung am N-Terminus des intakten 
Serumalbumins im Plasma von Patienten mit Urämie kann demzufolge nahezu 
ausgeschlossen werden (vgl. Abb. 4.4-18). Interessanterweise zeigte sich jedoch zwischen 
dem Peak B’ nach enzymatischer Hydrolyse und dem Fluoreszenzindex des Peak B im 
intakten Plasma eine sehr starke Korrelation (R2 = 0,93) (vgl. Abb. 4.4-19). Demzufolge 
resultiert mit großer Wahrscheinlichkeit aus dem Peptid im Peak B (GPC) nach 
enzymatischer Hydrolyse der charakteristische Peak B’ im RP-HPLC Chromatogramm bei 
einer Retentionszeit von ca. 30 min. 
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Abb. 4.4-17: RP-HPLC-Chromatogramm einer enzymatisch behandelten Plasmaprobe eines urämischen 
Probanden (Durchführung: 3.17) 
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Abb. 4.4-18: RP-HPLC-Chromatogramme einer enzymatisch behandelten Plasmaprobe eines urämischen 
Probanden (schwarz) bzw. eines gesunden Probanden (Kontrolle, blau) im Vergleich zur Inkubation der 
Kontrolle mit Glyoxal im Simulationsversuch (10-malige Gabe von Glyoxal (1 mM) aller 5 Tage, rot) 
(Durchführung: 3.17) 
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Abb. 4.4-19: Korrelation der Peakfläche B’ der enzymatisch behandelten Plasmaproben mit dem 
Fluoreszenzindex des Peak B resultierend aus den korrespondierenden GPC-Chromatogramm (Durchführung: 
3.17) 
 
Zur näheren Charakterisierung des Peak B bzw. B’ wurden die Resultate einer Studie an 
Rattenmodellen herangezogen. Im Rahmen dieser Studie untersuchte die Arbeitsgruppe um 
Müller-Krebs unter anderem in Kooperation mit dem Institut für Lebensmittelchemie in 
Dresden die renale Toxizität von Glucoseabbauprodukten bei Sprague-Dawley-Ratten mit 
fortgeschrittener Nierendysfunktion (Müller-Krebs et al., 2008). Die Versuchstiere wurden in 
drei Gruppen unterteilt. Einer Gruppe wurde während einer zweistufigen Operation 5/6 der 
Nieren entfernt (SNX (stage subtotal nephrectomy)-Ratte), während die Kontrollgruppe nur 
einer Scheinoperation unterzogen wurde. Zusätzlich wurde einigen der SNX-Ratten 3 
Wochen nach Operation eine osmotische Pumpe subkutan implantiert, über die in einem 
Zeitraum von 28 Tage eine definierte Mixtur von Zuckerabbauprodukten (GDP) der 
Halsvene zugeführt wurde. Neben 5-HMF, 3,4-DG, 3-DG, Formaldehyd und Acetaldehyd 
beinhaltete die GDP-Mixtur auch die α-Dicarbonylverbindungen Glyoxal (0,96 mM) und 
Methylglyoxal (1,60 mM). 57 Tage nach Beginn der Studie wurden die Versuchstiere auf die 
renale Schädigung hin analysiert. Neben typischen medizinischen Parametern wurden am 
Institut für Lebensmittelchemie Dresden die Rattenseren in Hinblick auf eine zu erwartende 
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AGE-Bildung mittels GPC und Fluoreszenzdetektion, sowie nach enzymatischer Hydrolyse 
mit der Pyrazinonbestimmungsmethode via RP-HPLC untersucht.  
Analog dem humanen Plasma wurden auch die Seren der Ratten zunächst via GPC 
aufgetrennt und die jeweiligen Fluoreszenzindizes der niedermolekularen Fraktion bestimmt. 
Dabei waren die Chromatogramme der gesunden humanen Probanden ähnlich den gesunden 
Kontrollgruppe der Ratten. Interessanterweise zeigten auch die Proben der SNX- bzw. SNX-
GDP-Ratten ein den urämischen Patienten sehr ähnliches GPC-Chromatogramm, inklusive 
dem Peaks B bei ca. 32 min Retentionszeit (vgl. Abb. 4.4-20). Die Fluoreszenzindizes der 
Fraktion < 5 kDa in den Seren der SNX- (39 ± 4) und SNX-GDP-Ratten (35 ± 8) waren 
gegenüber der Kontrollgruppe (14 ± 2) signifikant erhöht. 
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Abb. 4.4-20: GPC-Chromatogramme der humanen Plasmaprobe eines Urämikers (schwarz) und der humanen 
Plasmaprobe eines gesunden Probanden (blau, Kontrolle) im Vergleich zur der Serumprobe einer Ratte SNX 
(rot) (Durchführung: 3.17) 
 
Auch nach enzymatischer Hydrolyse (Pronase E) der Ratten-Seren wies das RP-HPLC-
Chromatogramm nur in den Proben der SNX- und SNX-GDP-Gruppen den schon bei den 
enzymatisch behandelten Plasmaproben der Urämiker auffallenden Peak B’ bei ca. 30 min 
Retentionszeit auf (vgl. Abb. 4.4-21). Anhand der Tatsache, dass sich die Resultate der SNX- 
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und SNX-GDP-Gruppen nicht signifikant unterscheiden, kann man davon ausgehen, dass die 
exogene Gabe der Zuckerabbauprodukte keinen Einfluss auf die Bildung der 
fluoreszierenden AGEs in der niedermolekularen Fraktion der Serumproteine hat. Vielmehr 
kann man aus den Ergebnissen der humanen Proben und der Rattenstudie schließen, dass die 
Bildung der AGE-Verbindung in Peak B zum Großteil aus der sehr raschen Reaktion des 
endogen gebildeten Glyoxals mit einem Serumpeptid sowie deren verminderte renale 
Exkretion zu erklären ist. Noch eher ist ein Einfluss der GDPs auf die Bildung von nicht-
fluoreszierenden Proteinmodifizierungen oder die Entstehung von fluoreszierenden AGEs, 
welche sich im Gewebe anreichern anzunehmen. So war der Gehalt des CML, welches aus 
der Reaktion von Glyoxal mit den Seitenketten des Lysins entsteht, laut Müller-Krebs et al. 
im Tubulointerstitium der Niere und Glomeruli bei den SNX-GDP Ratten deutlich gegenüber 
den SNX-Ratten erhöht (Müller-Krebs et al., 2008). 
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Abb. 4.4-21: RP-HPLC-Chromatogramme einer enzymatisch behandelten Plasmaprobe eines urämischen 
Probanden (schwarz) im Vergleich zur Serumprobe der Ratte SNX (Durchführung: 3.17) 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Pyrazinonbildung am N-Terminus des 
Serumalbumins im Plasma unter Inkubation mit Glyoxal zwar erfolgreich nachgewiesen 
wurde, jedoch im Plasma von Urämikern und Diabetischen Patienten nicht detektiert werden 
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konnte. Dagegen zeigte sich ein noch unbekanntes posttranslational modifiziertes Peptid 
(Peak B) mit einer Molmasse von ca. 500 Da, das aus der Reaktion von endogen gebildeten 
Glyoxal gebildet wird, als möglicher neuer Biomarker für Patienten mit Nierendysfunktion. 
Aufgrund der pyrazinontypischen UV-Absorption bei 320 nm und Fluoreszenzeigenschaften 
könnte es sich bei dem derivatisierten Peptid möglicherweise auch um ein posttranslational 
gebildetes Pyrazinon-Peptid handeln. Eine abschließende Strukturaufklärung durch NMR 
war jedoch aufgrund der zu geringen Menge an isoliertem Probenmaterial nicht möglich. 
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5 Zusammenfassung 
 
Sowohl bei der Forschung der Maillard-Reaktion in Lebensmitteln als auch im menschlichen 
Körper lag das Hauptaugenmerk bislang auf der Reaktion der Carbonylfunktion mit den 
Aminofunktionen der Seitenketten wie Lysin oder Arginin, da sie in vielen Lebensmitteln 
oder physiologischen Proteinen die größte Quelle an Aminofunktionen darstellen. Dagegen 
wurde eine vergleichbare Reaktion mit dem N-Terminus von Aminosäuren, Peptiden oder 
Proteinen weniger beachtet, obgleich in lysinarmen oder peptidhaltigen Lebensmitteln die N-
terminalen Aminofunktionen dominieren und die Seitenketten körpereigener Proteine 
räumlich für einen Angriff der Carbonylfunktion unzugänglich sein können. 
 
 
Zur frühen Phase der Maillard-Reaktion am N-Terminus von Aminosäuren, Peptiden 
und Proteinen: Bildung von Amadori-Produkten 
 
Da in den HA-Nahrungen die allergieauslösenden Proteine hydrolytisch gespalten vorliegen, 
stehen für eine mögliche Amadori-Produktbildung gegenüber den konventionellen 
Säuglingsnahrungen quantitativ mehr α-Aminogruppen als ε-Aminogruppen zur Verfügung. 
Demzufolge sollte für die Beurteilung von HA-Nahrungen eine Methode entwickelt werden, 
mit deren Hilfe eine Aussage über die Amadori-Produktbildung auch am N-Terminus 
getroffen werden kann. Aufbauend auf den Ergebnissen der Furoylmethylderivate-
Bestimmung (FMAA-Bestimmung) in peptidhaltigen Lebensmitteln, war es ein weiteres Ziel 
der vorliegenden Dissertation die entwickelte Methode auch auf ihre Anwendbarkeit auf die 
Beurteilung des Glykierungsstatus des Hämoglobin in vivo zu testen. 
 
• Es konnte eine HPLC-Methode entwickelt werden, mit deren Hilfe N-terminale 
Amadori-Produkte indirekt durch ihre korrespondierenden FMAAs in den HA-
Nahrungen nach saurer Hydrolyse identifiziert werden konnten. Die Identifizierung der 
polareren FMAAs erfolgte an einer C8-Säule, während die unpolareren FMAAs an 
einer C18-Säule aufgetrennt wurden. Im Vergleich zu den konventionellen 
Säuglingsnahrungen konnte exklusiv in den HA-Nahrungen die α-N-(2-
Furoylmethyl)derivate des Alanins (FM-Ala), des Lysins (FM-Lys), des Valins 
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(FM-Val), des Isoleucins (FM-Ile) und des Leucins (FM-Leu) nach saurer Hydrolyse 
identifiziert werden. Furosin als ε-N-(2-Furoylmethyl)derivat konnte in allen 
untersuchten Säuglingsnahrungen analysiert werden. Die FMAAs wurden in 7 
verschiedenen HA-Nahrungen, 4 konventionellen Säuglingsnahrungen mit intakten 
Molkenprotein und 2 Muttermilchproben nach standardisierter saurer Hydrolyse 
(7,95 N Salzsäure, 110 °C, 23 h) quantifiziert. Es wurden Gehalte an α-FM-Lys und 
FM-Ala von 35-167 µmol/100 g Protein (24-61 mg/100 g Protein) bzw. 
119-310 µmol/100 g Protein (24-61 mg/100 g Protein) in den sauer hydrolysierten HA-
Nahrungen ermittelt. Vergleichbare Mengen konnten auch an den hydrophoberen 
FMAAs quantifiziert werden. Dabei stellt FM-Leu mit Gehalten von 
163-396 µmol/100 g Protein (39-95 mg/100 g Protein) das Hauptderivat in den sauer 
hydrolysierten HA-Nahrungen dar. Die korrespondierenden Gehalte für FM-Ile und 
FM-Val lagen bei 105-232 µmol/100 g Protein (25-56 mg/100 g Protein) bzw. 
69-214 µmol/100 g Protein (16-48 mg/100 g Protein). Der ermittelte Furosingehalt lag 
in den sauer hydrolysierten HA-Nahrungen bei 1411-2410 µmol/100 g Protein 
(359-613 mg/100g Protein). Tendenziell geringere Gehalte von 1081-1458 µmol/100 g 
Protein (275-371 mg/100 g Protein) wurden in den Hydrolysatlösungen der 
konventionellen Säuglingsnahrungen bestimmt. In den hydrolysierten 
Muttermilchproben lagen die quantifizierten Mengen um zwei Zehnerpotenzen 
niedriger bei 18 µmol/100 g Protein (5 mg/100 g Protein). Um eine Aussage über das 
Ausmaß der Amadori-Produktbildung zu erhalten, wurden die Umsätze der Amadori-
Produkte zu den korrespondierenden FMAAS und die daraus resultierenden 
Überführungsfaktoren mittels RP-HPLC und CLND bestimmt. So konnte gezeigt 
werden, dass 50 % des α-N-Acetyl-ε-N-Lactulosyllysins, welches das resultierende 
Amadori-Produkt aus α-N-Acetyllysin darstellt, zu Furosin während der sauren 
Hydrolyse umgesetzt wird. Dieses Resultat steht in sehr guter Übereinstimmung mit 
bekannten Literaturwerten. Interessanterweise waren im Vergleich zu diesem Ergebnis 
die Umsätze der N-terminalen Amadori-Produkte signifikant geringer. So wurde nur 
eine Umsetzung von ca. 18 % des Amadori-Produktes von ε-N-Acetyllysin bzw. 6-7 % 
der Amadori-Produkte von Alanin, Valin, Isoleucin und Leucin zu den 
korrespondierenden FMAAs beobachtet. Aus den berechneten Überführungsfaktoren 
konnte der Umfang der Modifizierung der Aminosäuren durch Amadori-
Produktbildung in den HA-Nahrungen ermittelt werden. Es resultierten 
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Derivatisierungsgrade der einzelnen Aminosäuren von bis zu 8 %. Der relativ hohe 
Anteil an glykierten essentiellen Aminosäuren neben Lysin an der 
Gesamtderivatisierung demonstriert die Wichtigkeit, auch die N-terminale Glykierung 
als Qualitätsparameter für die frühe Phase der Maillard-Reaktion in erhitzten oder 
gelagerten peptidhaltigen Lebensmitteln heranzuziehen.  
 
• Aufbauend auf der entwickelten Methode wurde eine Isotopenverdünnungsanalyse via 
LC-ESI-ToF-MS entwickelt, mit deren Hilfe es möglich war, auch in komplexen 
biologischen Matrizes das FM-Val des N-Terminus des Hämoglobins im Vergleich 
zum Furosin der Seitenkettenderivatisierung quantitativ zu bestimmen. Die benötigten 
isotopenmarkierten Standardverbindungen wurden mit einer Reinheit > 99 % 
synthetisiert und die Identität mittels NMR bestätigt. Die lysierten Erythrozytenlysat-
Proben von insgesamt 14 Patienten (41-86 Jahre) mit Diabetes Mellitus und Urämie im 
Vergleich zu 6 gesunden Probanden (Kontrollen) wurden nach Aufbereitung und saurer 
Hydrolyse untersucht. Dabei variierten die ermittelten FM-Val-Gehalte zwischen 3,7 
und 9,0 µmol/100 g Protein in den Proben der erkrankten Patienten bzw. zwischen 3,3 
und 4,9 µmol/100 g Protein in den Proben der Kontrollen. Analog dazu variierten die 
Furosin-Gehalte zwischen 59,6 und 120,5 µmol/100 g Protein in den Proben der 
erkrankten Patienten bzw. zwischen 57,8 und 86,8 µmol/100 g Protein in den Proben 
der gesunden Probanden. Mit dieser Isotopenverdünnungsanalyse via LC-MS ist 
erstmals eine simultane Bestimmung des N-terminal gebundenen Amadori-Produktes 
N-Fructosevalin und des an der Seitenkette lokalisierten ε-N-Fructosyllysins durch die 
korrespondierenden Furoylmethylderivate FM-Val bzw. Furosin in humanen 
Hämoglobinproben möglich. Daraus folgend können nun auch nähere Aussagen über 
den Glykierungs- und Deglykierungsmechanismus in den Erythrozyten getroffen 
werden. So konnte gezeigt werden, dass die unterschiedlichen Aktivitäten der 
Fructosamin-3-kinase eine mögliche Erklärung für das Verhältnis zwischen N-
terminaler und Seitenketten-Glykierung im Blut von Patienten mit Diabetes Mellitus 
und Urämie sind. Nicht zuletzt stellt die entwickelte Methode eine interessante und 
spezifische Alternative für die Bestimmung des Gesamtglykierungsstatus von 
Hämoglobin während der klinischen Betreuung von Patienten mit Diabetes Mellitus 
dar. 
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Zur fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion am N-Terminus von Peptiden und 
Proteinen: Bildung von 2(1H)-Pyrazinonen 
 
Nach der N-terminalen Amadori-Produktbildung im Zuge der frühen Phase der Maillard-
Reaktion lag im zweiten Teil der Dissertation das Hauptaugenmerk auf die fortgeschrittene 
Phase der Maillard-Reaktion am N-Terminus von Peptiden oder Proteinen. Der Schwerpunkt 
lag dabei auf der Bildung von 2-(1H)-Pyrazinonen im komplexen trockenen Lebensmittel 
und in vivo. 
 
• In Vorversuchen wurden zunächst im trockenen System die optimalen 
Reaktionsparameter für die Bildung von Pyrazinonen im Lebensmittel ermittelt. Aus 
den erhaltenen optimalen Größen für den pH-Wert, der Temperatur, der 
Erhitzungsdauer und dem aw-Wert kristallisierten sich die Laugenbackwaren als 
erfolgversprechendsten Lebensmittel heraus. In Modellbackversuchen konnte 
anschließend die Pyrazinonbildung an zugesetzten Markerpeptiden sowohl im normalen 
Weizenbrötchen als auch im Laugenbrötchen beobachtet werden. Die Brötchen wurden 
dazu nach dem Backen mit Ameisensäure extrahiert und mittels RP-HPLC und LC-
ESI-ToF-MS analysiert. Während im Weizenbrötchen das Glyoxal-Pyrazinon detektiert 
wurde, konnte in den Laugenbackwaren die Bildung des entsprechenden 
Methylglyoxal-Derivates nachgewiesen werden. Durch ihre typischen Röstaromen und 
ihrer braune Farbgebung tragen die Pyrazinonverbindungen zu den typischen 
Backaromen bei und könnten so auch als maßgeschneiderte Aromen für die 
Lebensmittelindustrie dienen. 
 
• Im Weiteren wurde die Pyrazinonbildung am Hämoglobin und Serumalbumin in vivo 
untersucht. Zunächst wurde lysiertes Erythrozytenlysat und Plasma mit 
unterschiedlichen Mengen an Glyoxal bzw. Methylglyoxal inkubiert. Dabei konnte die 
Pyrazinonbildung sowohl am N-Terminus des Hämoglobins (GO-VH-Pyrazinon) als 
auch am N-Terminus des Serumalbumins (GO-AAH-Pyrazinon) mittels LC-ESI-ToF-
MS, Fluoreszenz- und UV-Spektroskopie nachgewiesen werden. Es wurden Proben von 
4 diabetischen, 7 urämischen und 6 gesunden Probanden untersucht. In den Proben der 
gesunden Probanden wurden Gehalte an GO-VH-Pyrazinon von 7-9 nmol/g 
Hämoglobin bestimmt. Im Vergleich dazu wurden in den Proben der diabetischen 
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Patienten signifikant höhere Pyrazinonmengen von 18-38 nmol/g Hämoglobin ermittelt. 
Die höchsten Gehalte (42-73 nmol/g Hämoglobin) wurden in den Proben der Patienten 
quantifiziert, die sowohl an Diabetes als auch an Urämie erkrankt waren. Die 
Identifizierung und Quantifizierung des GO-VH-Pyrazinons in Blutproben von 
diabetischen und urämischen Patienten zeigt die Wichtigkeit der N-terminalen Reaktion 
von Proteinen im Zuge der fortgeschrittenen Maillard-Reaktion in vivo. Die N-
terminalen Pyrazinone repräsentieren eine neue Form der posttranslationalen 
Modifizierung am Protein und könnten so als wichtige Biomarker bei der Überwachung 
von Patienten mit Urämie fungieren. In diesem Zusammenhang sollten auch mögliche 
funktionelle Konsequenzen der N-terminalen Modifizierung Gegenstand 
weiterführender Untersuchungen sein. In den 16 untersuchten Plasma-Proben 
urämischer Patienten konnte dagegen keine entsprechende Pyrazinonbildung 
beobachtet werden. Jedoch kristallisierte sich ein posttranslational modifiziertes, noch 
unbekanntes Peptid mit einer Molmasse von ca. 500 Da heraus, welches als möglicher 
neuer Biomarker fungieren könnte. 
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